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RESUMO

PEIXOTO, Fernanda Marques. Simulacio de digestdo in vitro acoplada a modelos de
transporte gastrico e intestinal para estimar a captacfio e absor¢io de antocianinas em
frutes. 2016. 122p. Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Ciéncia de
Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

O interesse pelo consumo das antocianinas aumentou apés o surgimento da relagdio entre o
seu consumo ¢ a redugéio do risco de doengas cronicas. Apesar das evidéncias in vitro quanto
a esses beneficios a saide, ainda ha uma lacuna que permanece sob investigagdo: o
mecanismo de absor¢do das antocianinas pelo organismo humano. Sabe-se que a quantidade
desses compostos, nos alimentos, ndo reflete a quantidade absorvida, metabolizada,
distribuida e biologicamente ativa em humanos. Alguns modelos in vitro tém sido
desenvolvidos para avaliar as etapas de digesto e transporte celular (absor¢iio) de compostos
dos alimentos. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o transporte in vitro de
antocianinas em alimentos utilizando modelos de digestio in vitro seguido do transporte em
células intestinais Caco-2 e células gastricas MKN-28. Na 1? etapa, oito frutos foram
analisados quanto aos valores de bioacessibilidade (BCSS) fornecidos pelas antocianinas
presentes, para posterior seleciio para os ensaios de transporte. Os ensaios de BCSS foram
realizados com um modelo de digestdo in vitro, para simulacdo das fases oral, gastrica e
intestinal humana. A quantifica¢fio e determinagdo do perfil de antocianinas foram realizadas
por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com coluna Thermo® Scientific Cys 2,4
(4,6 x 100mm). Na 2* etapa, realizou-se os ensaios de BCSS, anteriormente aos ensaios de
transporte, nos frutos potencialmente mais promissores. Para a avaliagdo do transporte
gastrico, na sequéncia, o digerido gastrico foi aplicado sobre a monocamada de células MKN-
28, com 2,5 x 10° células, em meio RPMI, em placa transwell® e, ap6s 7 dias de cultivo, o
permeado foi coletado nos tempos 30, 60, 120, 180 minutos. Para o transporte intestinal,
sequencial, o digerido intestinal foi aplicado sobre a monocamada celular Caco-2, com 2,5 x
10° células, em meio DMEM, em placas transwell® e, apos 21 dias de cultivo, o permeado foi
coletado nos tempos 30, 60 e 120 minutos de transporte. Todas as andlises foram realizadas
por CLUE/detector de arranjo fotodiodo (Thermo® Scientific), a 520 nm. Os p6s da casca da
jabuticaba, jambo e jameldo foram as matrizes mais promissoras. A BCSS das antocianinas,
ap0s a digestfio gastrica, foi de 13 % para jabuticaba, 45 % para jambo e 65 % para jameléo,
enquanto a BCSS intestinal foi de 10% para jabuticaba, 15 % para jambo e¢ 45 % para
jameldo. Os ensaios de transporte (ET) com os modelos de célula MKN-28 resultaram em
19,7; 9,7 e 14,1 % de ET, respectivamente, para os pés do jambo, jabuticaba, ¢ jameldo,
enquanto que o modelo Caco-2, resultaram em 0,8, 0,2 € 0,3 % de ET, respectivamente. Estes
resultados sugerem que as antocianinas sdo preferencialmente absorvidas pela mucosa
gastrica.

Palavras-chave: Bioacesibilidade. Caco-2. MKN-28. Digestéo in vitro



ABSTRACT

PEIXOTO, Fernanda Marques. Simulation of in vitro digestion coupled to gastric and
intestinal transport models to estimate the uptake and absorption of anthocyanins in
fruits. 2016. 122p. Thesis (PhD in Food Science and Technology, Food Science). Institute of
Technology, Department of Food Science and Technology, Federal Rural University of Rio
de Janeiro, Seropédica, RJ, 2016.

A lot of interest in the consumption of anthocyanins increased after the association of their
intake and reduced risk of chronic diseases. Despite of in vitro evidences of anthocyanins
benefits to health, there is still a gap in the knowledge of the mechanisms of absorption of
anthocyanins by the human body. It is known that concentration of food anthocyanins doesn’t
reflect the amount of these compounds which are absorbed, metabolized, distributed and
biologically active in humans. Some in vifro models have been developed to evaluate the
steps of cell release and transport (uptake) of these compounds from food. The objective of
this study was to evaluate the in vitro absorption of food anthocyanins using the in vitro
digestion followed by uptake and transport in Caco-2 human intestinal cell line and MKN-28
human gastric cell line. Initially, anthocyanins bioaccessibility of diverse fruits was evaluated
in order to select the better sources for transport assays. The bioaccessibility assays were
performed using an in vitro digestion model, which mimics the human oral, gastric and
intestinal stages. Quantification and characterization of anthocyanins profile were performed
by high-performance liquid chromatography (HPLC) with Thermo Scientific® Cys 2.4 (4.6 x
100mm) column. After selection of the most promising fruits, the bioaccessibility tests were
followed by transport assays. To assess gastric absorption, the product from gastric digestion
was applied on the MKN-28 cell monolayer, which was obtained after 7 days of culture of 2.5
x 10° MKN-28 cells seeded in RPMI culture media in transwell® plates. The permeate was
collected after 30, 60, 120 and180 minutes of transport. For evaluation of intestinal absorption
after digestion, the digesta from the intestinal phase was applied on the Caco-2 cell
monolayer, which was obtained after 21 days of culture of 2.5 x 10° Caco-2 cells seeded in
DMEM culture media in TRANSWELL® plates. The permeate was collected after 30, 60 and
120 minutes of transport. All analyses were made by forming CLUE / photodiode array
detector (Thermo® Scientific) at 520nm. Peel powder from jabuticaba, jambo and Jameldo
were the most promising sources. The bioaccessibility of anthocyanins after gastric digestion
was 13% for jabuticaba, 45 % for jambo and 65 % for jameldo. In addition, the intestinal
bioaccessibility was 10 % for jabuticaba, 15 % for jambo and 45 % for jameldo. The transport
assay with the MKN-28 gastric cell line, revealed 19.7%, 9.7 % and 14.1 % of transport
efficiency, respectively, for jambo, jabuticaba and jameldo digestion products. While Caco-2
intestinal cell model showed 0.8 %, 0.2 % and 0.3 % of transport efficiency, respectively, for
jambo, jabuticaba and jameldo. These results suggest food anthocyanins are preferentially
absorbed by the human gastric mucosa and to a lesser extent by the human intestinal
epithelium.

Keywords: Bioaccessibility. Caco-2. MKN-28. In vitro digestion
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CLUE
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IgA
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NF-kB
PAMPA
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Pn
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Rtq-PCR

SOD
TGI
TNF-a
UV-Vis
VEGF

Fator nuclear kappa B
Ensaio paralelo de permeabilidade com membrana artificial

Pelargonidina

Peonidina

Petunidina

Real time quantitative polymerase chain reaction (Reag¢fio em cadeia da

polimerase em Tempo real)
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1 INTRODUCAO

O interesse pelo consumo das antocianinas aumentou apds a observacdo da relacdo
entre 0 seu consumo e a reducdo do risco de doencas crénicas. Uma dieta rica em antocianinas
estd associada a reducgdo do risco de doenca cardiaca coronéria, efeitos anti-inflamatérios e
antioxidantes, atividade anti-carcinogénica e antimicrobiana, prevencao da obesidade. Apesar
das evidéncias in vitro quanto a esses beneficios a salde, ainda h4 uma lacuna que permanece
sob investigacdo: o mecanismo de absor¢do das antocianinas pelo organismo humano.

Ao contrario de outros flavonoides, as antocianinas apresentam uma carga positiva
(ion flavilio) em sua estrutura molecular. Ademais, apresentam um conjunto de ligacfes
duplas que promovem a ressonancia ao longo das suas estruturas e, dependendo do pH do
meio, quantidades relativas de cinco formas estruturais diferentes podem ser encontradas em
equilibrio. Essas diferentes formas estdo envolvidas nos processos: de liberacdo da matriz
alimenticia, absorc¢éo, distribui¢do, metabolismo e bioatividade.

As celulas epiteliais do intestino tém sido relatadas como local preferencial de
absorcéo da maior parte das drogas e nutrientes; no entanto, diversos estudos apontam que tal
fato ndo pode ser observado para as antocianinas. Seus possiveis efeitos biol6gicos dependem
de sua biodisponibilidade, a qual é dependente da sua estabilidade no trato gastrintestinal,
liberacdo a partir da matriz alimenticia (bioacessibilidade), eficiéncia do transporte
transepitelial (absor¢do), circulacdo sistémica (distribuicdo no plasma) e entrega aos tecidos-
alvos (bioatividade).

Particularmente, em pH intestinal (7,4), as antocianinas modificam sua estrutura para
as formas quinoidal, hemicetal e chalcona, dificultando sua identificacdo e quantificagéo,
pois, na maioria dos estudos, as analises utilizam métodos espectrofotométricos UV-VIS com
base na conversdo completa de todas essas formas quimicas ao cation flavilio, colorido, apos
acidificacao.

Devido a suas caracteristicas hidrofilicas e sua elevada instabilidade em condicGes
intestinais, o cation flavilio nas antocianinas ndo é capaz de atravessar a membrana plasmatica
dos enterdcitos (intestino delgado), por difuséo passiva.

Estes fatos justificam sua aparente baixa biodisponibilidade. Além disso, existem
outras caracteristicas especificas relacionadas a sua absorcdo bioldgica, que devem ser
consideradas, pois tornam seu estudo muito complexo, visto que: elas podem ser absorvidas
intatas como glicosidos; tém baixa biodisponibilidade aparente in vivo; e podem ser
rapidamente absorvidas e eliminadas. Além disso, seu padrdo estrutural altera a sua taxa de
absorcéo, podem ser metabolizadas pela microbiota do célon e seus metabolitos podem ser
redistribuidos para outros tecidos.

Varios estudos tém indicado que as antocianinas podem ser eficazmente absorvidas
pelas células epiteliais da mucosa gastrica e, em menor quantidade, pela mucosa epitelial
intestinal humana. Nesse contexto, as metodologias de digestdo in vitro e os modelos
absortivos de cultura celular imortalizada tém sido propostos como estratégias alternativas
para estudo da estabilidade e absorcdo gastrointestinal de metabdlitos secundarios.
Recentemente, um novo modelo celular de absor¢do gastrica (MKN-28) foi utilizado para o
estudo de transporte das antocianinas. Um grande numero de ensaios de transporte por
culturas Caco-2 de células intestinais humanas ja relatou seus baixos valores de transporte
transepitelial.

Paralelamente, algumas espécies de frutos nativos e exéticos subexplorados podem ser
potenciais matrizes para a producdo de novos ingredientes, em pd, para a inddstria
alimenticia. Os pds desses frutos tém sido utilizados na industria de bebidas como
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suplementos para melhorar o valor nutricional de produtos alimentares ou como corantes
alimentares (HORSZWALD et al., 2013). Assim, 0s pos obtidos a partir das cascas dos frutos
podem ser uma boa fonte de compostos bioativos. Alguns frutos, tais como jabuticaba
(Myrciaria jabticaba (Vell.) O. Berg), jambo (Syzygium malaccanse (L.) Merrylet Ferry) e
jameldo (Syzygium cumini L.Skeels), contém elevadas quantidades de antocianinas em suas
cascas, 0 que 0s tornam promissores para utilizacdo na industria alimenticia.

Este é o primeiro estudo, que compara dados a partir de dois modelos: os ensaios de
digestdo gastrica acoplados ao modelo de absor¢do MKN-28 e o0s ensaios de digestdo
intestinal acoplados ao modelo de absorcdo Caco-2, a fim de medir a eficiéncia do transporte
de antocianinas.

O objetivo geral deste estudo foi:

e Estimar a absor¢do in vitro de antocianinas presentes em frutos, utilizando a

digestdo in vitro seguida da captacdo e transporte por células intestinais Caco-2 e
células gastricas MKN-28.

Os objetivos especificos foram divididos em duas etapas:

12 Etapa

e Implementar a metodologia de digestéo in vitro, pela simulacdo das etapas oral,
gastrica e intestinal das antocianinas nas matrizes em estudo;

e Estudar a estabilidade das antocianinas em frutos sob condicGes gastro-intestinal e
a sua liberacdo da sua matriz;

e Determinar a bioacessibilidade das antocianinas monoméricas totais e majoritérias
em frutos por comparacdo das fracdes antes e apds a digestao in vitro;

e Selecionar os frutos mais promissores em termos de bioacessibilidade de
antocianinas para a realizacdo dos Estudos de transporte.

2% Etapa

e Estabelecer as condi¢des para o cultivo da célula Caco-2 visando obter membranas
viaveis ao estudo da absorcéo in vitro de antocianinas.

e Estabelecer as condi¢des para o cultivo das células epiteliais gastricas MKN-28
visando obter membranas viaveis ao estudo da absor¢éo in vitro de antocianinas;

e Realizar o estudo do transporte das antocianinas totais e majoritarias pelas células
intestinais (Caco-2) e célula gastricas (MKN-28) com os produtos selecionados
nos pos da jabuticaba, jameldo e casca de jambo;

e ldentificar e quantificar por CLUE/DAD as antocianinas ap0s o estudo da
permeacao pelas células Caco-2 e MKN-28;

e Comparar e verificar o local preferencial de absor¢do para as antocianinas a partir
dos modelos utilizados.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Compostos fendlicos: Antocianinas

Os vegetais sdo vulnerdveis a uma variedade de fatores ambientais, tais como: estresse
causado por geada, seca, fungos, simbiose microbiana, composicao de metais de solo, e mais
em especial pela exposicdo a radiacdo UV. Como mecanismo de defesa, as plantas lancam
mé&o de mecanismos para se protegerem. A producdo de metabdlitos secundarios, em especial,
os compostos fendlicos € um destes. Dentre estes mecanismos, inclui-se a fotoprotecdo, a
atividade antioxidante, antifingica e antimicrobiana (WALLACE, 2010). Desta forma, estes
compostos sao abundantes em frutas, flores e vegetais. Algumas evidéncias sugerem que 0S
compostos fendlicos atuam por mecanismos que vao além da sua capacidade antioxidante, tais
como modulacdo da atividade de enzimas como telomerase, lipoxigenase e cicloxigenase;
interacdes com receptores e vias de transducdo de sinais, regulacdo do ciclo celular, entre
outros, eventos essenciais a manutencdo da homeostase dos organismos vivos (OLIVEIRA,
BASTOS, 2011).

Os compostos fenolicos apresentam uma diversidade estrutural que deve- se a grande
variedade de combinagdes que acontecem na biossintese. Dentre estes compostos, esdo
presentes os flavondides. Os flavonodides apresentam uma estrutura comum C6-C3-C6,
constituida por dois anéis aromaticos, denominados aneis A e B, unidos por trés carbonos que
formam um anel heterociclico, denominado anel C (Figura 1). De acordo com o grau de
oxidacdo e o padrdo de substituicdo do anel C, as classes de flavonoides sdo determinadas e
dentro destas o padrdo de substituicdo nos anéis A e B definem os seus derivados
(RHODES,1996 apud SANTIAGO, 2014). Fazem parte desta subcategoria as
antocianinas, flavonois, flavandis, flavanonas, flavonas e isoflavonas (Figura 2).

Os flavonoides podem ser encontrados sob a forma de glicosideos e/ou derivados
metilados e/ou acilados, sendo a presenca ou auséncia de liga¢bes duplas e grupos carbonilas
no anel C, as maiores diferencas entre as subclasses (HE; GUISTI, 2009).

Figura 1. Estrutura basica dos flavonoides
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Figura 2- Estruturas representativas das agliconas mais comuns da subclasse dos flavonoides.

As antocianinas, subcategoria dos flavonoides, sdo o grupo mais importante de
pigmentos sollveis em &gua do reino vegetal, sendo responsaveis pela coloracdo que varia do
vermelho ao azul em frutas, flores e hortalicas (HARBORNE; GRAYER, 1988). Sua
principal funcdo é a sua capacidade de dar cor aos vegetais. Além disso, elas desempenham
um papel definitivo na atracdo de animais para polinizagéo e dispersdo de sementes e na
floragdo. Elas também atuam como antioxidantes, fitoalexinas ou como agentes
antibacterianos (KONG et al., 2003).

As antocianinas estdo presentes na natureza sob a forma glicosilada, sendo sua
fracdo aglicosilada chamada de antocianidina. A mesma apresenta em sua estrutura o cation
2-fenilbenzopirilium, também chamado de flavilio. As antocianinas encontradas em alimentos
sdo a proximadamente 95% derivadas de seis principais antocianidinas: cianidina (Cy),
peonidina (Pn), pelargonidina (Pg), malvidina (Mv), delfinidina (Dp) e petunidina (Pt), que se
diferem pelas diferentes substituicbes dos grupamentos R1 e R2 no anel B. Além disso, a
molécula pode estar glicosilada nas posi¢des C,4, C7, mas € na posicdo Cs, seguida da Cs, que
ela é mais frequente (Figura 3).

A glicose, raminose, xilose, galactose, arabinose e frutose sdo os aglUcares mais
comumente ligados as antocianidinas, ocorrendo como monoglicosidios, diglicosidios e
triglicosidios (glicosilados diretamente na antocianidina) (MALACRIDA; DA MOTTA,
2006). Além disso, estes acgucares, por sua vez, podem estar ligados a &cidos fendlicos,
derivados do acido benzoico ou do acido cumarico. Devido ao longo cromdéforo formado por
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oito ligacBes duplas conjugadas, que deslocam uma carga positiva, as antocianinas sdo
intensamente coloridas sob condi¢fes acidas. Seu espectro de absorcéo apresenta duas bandas
de maximo de absorcdo, uma na regido do visivel, que geralmente fica entre 465 nm e 550
nm, enquanto que a outra banda tem um méaximo de absorcéo na faixa do UV entre 270 nm e
280 nm (EDER, 2000). A coloracdo varia entre as diferentes antocianidinas: quanto maior o
namero de grupos hidroxilas no anel B, mais proximo do espectro do azul e quanto mais
grupos metoxilas mais proximo do vermelho (HE; GUISTI, 2009).

O\ZW\OH
R; OH
Antocianidina Substituicédo Glicosidica Acilacao
(estrutura do anel B) (substituicdes nas (esterificacdo das
posicdes 3 e 5) hidroxilas dos
agucares)
R1=R2=H Pelargonidina D-glicose Acidos cindmicos
R1=0H; R2=H Cianidina D- galactose p-Cumarico
R1=R2=0OH Delfinidina D-xilose Ferdlico
R1= OCHj3; R2=H Peonidina L- raminose Cafeico
R1= OCHj;; R2=OH Petunidina L-arabinose
R1 = R2= OCHj,4 Malvidina Rutinose Acidos alifaticos
Soforose Acéticos
Sambubiose Maldnico
Gentiobiose Succinico

Figura 3- Estrutura das antocianinas, com diferentes substituicdes glicosidicas nas posicdes
3, acilagdes nos agucares e substituicdes no anel B (Fonte: MALACRIDA; DA MOTTA,
2006).

Os grupos hidroxilas na antocianidina podem ser substituidos por porcdes
glicosidicas (Figura 3). Tanta a glicosilagdo como a acilacdo afetam as propriedades fisicas e
guimicas das antocianinas, pois modificam o seu tamanho molecular e polaridade. A
glicosilacdo aumenta a solubilidade em &gua, enquanto que a acilacdo diminui a solubilidade
em &gua. A glicosilacdo melhora a estabilidade das antocianinas formando uma rede de
ligacbes de H intramolecular no interior da molécula de antocianina (BORKOWSKI et al.,
2005). Além disto, os residuos de agucares podem ocorrer acilados com derivados aromaticos
dos acidos benzoicos e cumarinico, tais como acido p-cumarico, cafeico, feralico, sinépico, p-
galico, e com os acidos alifaticos, tais como malénico, acético, malico, succinico ou acido
oxalico. Geralmente eles sdo ligados ao Cs, esterificados na hidroxila (-OH), na posi¢do 6 ou

5



menos frequentemente na hidroxila, na posicdo 4 dos acucares. Muita informacdo pode ser
obtida a partir das caracteristicas do espectro de UV-Vis das ACNs.

Quando a molécula de antocianina € acilada por &cido hidroxicinamicos, 0 mesmo
pode ser revelado pela presenca das bandas de absor¢édo na faixa de 310-360nm e a razdo da
absorvancia maxima nesta faixa de absorcdo a absorvancia no visivel (Amax) fornece uma
estimativa do nimero destes grupamentos aromaticos que foram acilados. Em contraste, a
acilacdo com acidos alifaticos foi muitas vezes esquecida no passado, devido a sua hidrélise
em procedimentos de extracdo tipicos com metanol acidificado e ao fato de que eles ndo tém
uma banda caracteristica de UV-Vis de absor¢do. (GUISTI; WROLSTAD, 2003)

As antocianinas, em solucdes aquosas, sofrem transformacdes estruturais reversiveis
dependendo do pH. Em solucdo aquosa, as antocianinas podem ser encontradas comumente
em uma mistura de cinco principais formas quimicas em equilibrio: cétion flavilium
(vermelho), bases anidras quinoidais (azul), pseudobase carbitol (incolor) e cis-trans chalcona
(incolor ou levemente amarela). As antocianinas, quando em solugdes em pH abaixo de 2,
apresentam-se na forma catidnica (cation flavilium), com coloracdo vermelha, no entanto a
medida que os valores de pH aumentam, ocorrem duas reacOes paralelas: 1) uma rapida
desprotonacao para formar a base quinoidal (azul) e 2) hidratacdo do cation flavilium na
posicdo 2, seguida por perda de protons, formando o hemicetal (carbitol) e os isémeros
(chalconas) (incolor)(Figura 4) (LOPES et al., 2007).



0
-
0
& R,
pH neutro ou
levemente P
4cido R,
H
Bases quinonoidais neutras
\ (roxo a violeta)
Cation
pH <2 flavilium  HO R1; R2=H, OH ou OCHs
(vermelho para R3 = O- glicosideo
laranja)
+H
pH 6

Chalcona (incolor)

Pseudobase carbinol (incolor)

Figura 4- Esquema da inter conversdo pH dependente das estruturas das antocianinas em
solucéo aquosa (Fonte: Adaptado de HOUBIERS et al., 1998).

A transferéncia de prétons é mais rapida do que a hidratacdo, no entanto as outras
espécies (carbinol e chalconas) no equilibrio sdo mais estaveis que as bases. Isto significa que
as bases quinoidais podem ser formadas como um produto cinético, e que depois podem
desaparecer total ou parcialmente, restando o equilibrio termodindmico das demais formas. As
chalconas se formam também por um processo tautomérico, que da origem a cis-chalcona e
trans-chalcona. As espécies que apresentam coloragdo sdo as bases quinoidais e o catin
flaviluim, podendo aparecer como vermelho/roxo e azul em antocianinas comuns,
respectivamente. A fotoquimica decorre da isomerizagdo trans-cis e dependendo do pH
conduz as formas quinoidais ou catiénica. Em equilibrio, o sistema se comporta como um
equilibrio &cido-base entre a cétion flavilio e a base conjugada (Figura 5) (PINA et al., 2012).
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Figura 5 — Conversdo das formas isoméricas cis-trans chalcona em pH 5-6. (Adaptado de
GAGO et al., 2015)

2.2 Ocorréncias das antocianinas na natureza

A presenca das antocianinas pode ser observada numa variedade de frutas, vegetais,
grdos e outros tecidos vegetais. As fontes comestiveis de antocianinas incluem frutas
coloridas, como frutas vermelhas, cerejas, péssegos, uvas, macas, ameixas e alguns vegetais
de cor escura, como cebolas vermelhas, rabanetes vermelhos, feijao preto, berinjela, repolho
roxo e batata doce roxa. De acordo com a composicdo genética, luz, temperatura e
caracteristica do solo, como seca, a mesma espécie pode apresentar conteddo de antocianinas
consideravelmente diferentes. Além disto, as antocianinas também se acumulam em graos,
tais como arroz preto, sorgo e milho pdrpura (WATSON, PREEDY; ZIBADI, 2013). A
distribuicdo de frequéncia das seis antocianidinas mais comuns nos vegetais comestiveis € a
seguinte: Cy (50 %), Pg (12 %), Pn (12 %), Dp (12 %), Pt (7 %) e Mv (7 %) (KONG et al.
2003). As trés antocianidinas ndo metiladas (Cy, Dp e Pg) sdo as mais difundidas nos
alimentos. Enquanto alguns alimentos contém um nimero limitado de antocianinas, outros
podem conter uma mistura de mais de vinte antocianinas. A cianidina ocorre em
aproximadamente 90 % dos frutos, sendo a antocianidina que surge com mais frequéncia. As
antocianinas-3-0-glicosideo sdo as mais frequentes, sendo a cianidina-3-O-glicosideo (Cy-3-
O-glc), aquela que surge mais comumente (KONG et al. 2003).

Alguns destes alimentos contém apenas tracos de antocianinas, outros podem ser
considerados como boas fontes. Wu e colaboradores (2006) realizaram um levantamento de
mais de 100 alimentos consumidos nos EUA e verificaram que 24 deles foram selecionados
por conterem ACNS. As concentragdes totais de ACNs variaram consideravelmente entre 7-
1480 mg/100g de peso fresco, na groselha (variedade “Careless”) e no chokeberry,
respectivamente (Tabela 1). Além disso, verificaram também que ndo somente as
concentragfes poderiam variar, mas que as antocianinas presentes nos alimentos séo também
bastante diferentes, podendo ser mono e diglicosiladas (com diferentes tipos de agucares) e
estas ainda estarem aciladas (GUISTI; WROLSTAD, 2003).

Kuhnau (1976) estimou que a ingestdo diaria de ACNs devesse ser de cerca de 180-
250 mg por dia por pessoa, no entanto Wu e colaboradores (2006) acabaram por recalcular
estes valores, tomando como base seu levantamento e concluiram que estes valores seriam de
cerca de 12.5 mg por pessoa por dia. A avaliacdo correta do contetdo de ACNs em alimentos
e a ingestdo diaria sdo cruciais para a ciéncia dos alimentos, nutri¢cdo, e outros campos de
pesquisa e representa a etapa preliminar para a avaliacdo da biodisponibilidade e bioatividade
destes compostos.



Tabela 1- Concentracdo de Antocianinas monomeéricas totais presentes em alimentos (Fonte:

Adaptado de Wu e colaboradores, 2006)

ACN totais

ACN totais

Alimento (mg 100g * in natura ou (mg em dose consumida)
como consumido)

Maga
Fugi (n=4) 1,37+0,7 0,8
Gala (n=3) 2,4+0,8 3,2
Red Delicious (n=4) 123 +1,9 17,0
Amora preta (n=4) 245+68,0 353
Marion Amora (n=1) 300,5 433
Mirtilo - -
Cultivado n =7) 386,6+77,7 529
Selvagem (n=1) 486,5 705
Cereja (n=4) 122+21,3 177
Chokeberry (n=1) 1480 2147
Cranberry (n=3) 140+28,5 133
Groselha (n=2) 10,4+0,1 15,1
Uva vermelha (n=5) 26,7+10,9 42,7
Nectarina (n=7) 6,8+1,5 9,2
Ameixa preta (n=2) 124,5+£21,6 82,2
Morangos (n=8) 21,2433 35,0
Tamarilho (n=3) 19,51+0,03 -
Guajiru (n=3) 1,75+0,05 -
Jabuticaba (n=3) 326,22+15,08 -
Jambo (n=3) 219,46+6,75 -
Jameldo (n=3) 335,98+13,90 -

Vegetais - -
Feijao preto (n=1) 44,5 23,1
Berinjela (n=1) 85,7 35,1
Repolho vermelho (n=4) 322+40,8 113
Alface verm (n=8) 2,215 15
Rabanete (n=4) 100,1+30,0 116

Os valores de “n” representam o numero de amostras

Ha& na literatura uma grande variedade de dados disponiveis sobre as quantidades de
ACNs em vegetais, no entanto ndo se pode esquecer, que estas variag0es podem estar
relacionadas as condic¢des de cultivo e também a técnica analitica utilizada, ja que ainda néao
ha métodos analiticos robustos para a quantificacdo de antonianinas (CLIFFORD 2000).
Fernandes (2012) enfatizou a atencdo que deve ser dada aos métodos de quantificagdo, uma
vez que seus valores de absortividade molar dependem do equilibrio das diferentes formas
estruturais, do valor de pH do meio, da presenca de copigmentos, sendo, portanto requerido
um consideravel cuidado na quantificacdo destes compostos em alimentos ou na dieta
alimentar para que os valores determinados sejam confiaveis.

2.3 Efeitos bioldgicos atribuidos as antocianinas

Na ultima década, os possiveis beneficios atribuidos a satde tém despertado grande
atencdo no meio cientifico, pois se supde que seus efeitos bioldgicos estejam direto ou
indiretamente associados as suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias (WANG et
al., 1999; GARCIA-ALONSO et al., 2009). Ha vasta literatura sobre seus efeitos em
sistemas in vitro, em animais, entretanto poucos relatos de estudos em humanos. Alem disso,
0 que hd em humanos sdo evidéncias epidemioldgicas, sem comprovacdes de causa e efeito.
Os relatos se estendem a um gama de efeitos benéficos, que vdo desde a reducdo do risco de
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doencas cardiovasculares, diabetes, artrite, céncer (PRIOR; WU, 2006), processos
inflamatorios (WANG et al., 1999), inibicdo da oxidacdo do LDL, obesidade e outras doencas
(Figura 6).

Os estudos epidemiolégicos em humanos ndo sdo especificos, pois associam 0s
beneficios que uma dieta rica em vegetais e frutas, incluidos as ACNs. Dentre estas doencas
destacam-se: reducdo da incidéncia de cancer de mama, prostata e coloretal
(ALMENDINGEN; HOFSTAD; VATN, 2004; COLDITZ et al., 1985), e de doencas
coronarianas (ADLERCREUTZ, 1998).

2.3.1 Propriedades Antioxidantes

A alta capacidade antioxidante destes compostos bioativos deve-se a sua caracteristica
de neutralizacdo dos radicais livres, moléculas instaveis que sdo geradas pelo metabolismo de
varias organelas celulares, como mitocondrias, lisossomos, peroxissomos, nucleo, reticulo
endoplasmatico e membranas (MACHLIN; BENDICH, 1987) e que estdo ligadas ao
aparecimento de um grande numero de doencas crénicas ndo transmissiveis, como as doencas
cardiovasculares e canceres. As células e tecidos do organismo humano estdo continuamente
sofrendo agressdes causadas pelos radicais livres e espécies reativas do oxigénio, no entanto o
mesmo possui seu proprio mecanismo de combate a estes radicais, através de enzimas como
superéxido desmutase, catalase e glutadiona peroxidase (VOLP et al, 2008). No entanto,
muitas vezes ocorre a producdo excessiva destes radicais, podendo causar prejuizos ao
metabolismo e danos oxidativos aos componentes celulares essenciais, tais como lipidios,
DNA e proteinas ou mesmo morte celular. Os danos oxidativos ao DNA e a proteinas podem
causar mutagdes e consequentemente aparecimento de cancer (Figura 6). De fato, o estresse
oxidativo esta relacionado ao aparecimento de um grande nimero de doencas crénicas nao
transmissiveis, como as doencas cardiovasculares, canceres e doengas neurodegenerativas,
tais como Mal de Alzheimer e doenca de Parkinson (WALTON, 2006). N&o estdo
completamente elucidados os mecanismos e a seqiiéncia de eventos pelos quais os radicais
livres interferem nas funcGes celulares, mas um dos mais importantes eventos parece ser a
peroxidacdo lipidica, que resulta em dano da membrana celular e que pode eventualmente
levar a morte celular. Desta forma, cabe ao homem por meio da alimentacdo, adquirir estas
substancias protetoras, como alternativa para minimizar maiores danos biolégicos.

A elevada capacidade antioxidante das antocianinas estad diretamente relacionada a
deficiéncia de elétrons do céation flavilium e & presenca dos grupos hidroxilas livres, por
exemplo, das delfinidinas e cianidinas (KUSKOSKI et al., 2004). As antocianinas podem
prevenir danos causados pelos radicais livres de varias formas. Uma delas é carrear
diretamente o radical livre. O alto poder de reacdo do grupo hidroxil com o radical faz com
que as antocianinas sejam oxidadas pelos radicais, resultando em um radical menos reativo e
mais estavel (GOUVEA, 2010). A reacdo ocorre da seguinte forma:

ACY-OH + R*> ACY-O* + RH

Onde: ACY= antocianina, R*= radical livre e O*= radical livre de antocianina

Além disso, Prior (2003) afirmou que a doacdo de elétrons ou transferéncia de atomos
de hidrogénio das hidroxilas presentes nas moléculas de acgucares, para os radicais livres,
também podem ser responsaveis pela estabilizacédo de radicais livres. Em oposicao, Fukumoto
e Mazza (2000) demonstraram que a atividade antioxidante aumenta com o aumento do
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numero de grupos hidroxilas na molécula e diminui com a glicosilacdo das antocianidinas.
Adicionalemente, Fernandes (2012) sugeriu que a glicosilacdo de antocianinas mostrou
diminuir a capacidade de sequestrar radicais comparativamente com a respectiva aglicona,
uma vez que reduz a capacidade do radical antocianico em deslocalizar elétrons.

Bors e colaboradores (1990) apresentaram as trés carateristicas estruturais que
determinam o potencial antioxidante de um flavonoide, incluindo as antocaninas: a) o grupo
di-hidroxilado (catecol) no anel B; b) a ligacdo dupla C,-C3 em conjuga¢do com um grupo 4-
0X0 e ¢) a presenca adicional dos grupos hidroxila nas posi¢cdes C; e Cs, sendo apenas as
caracteristicas dos itens a e c aplicaveis as antocianinas. Tsuda e colaboradores (1994)
investigaram a atividade antioxidante dos pigmentos antociénicos cianidina-3-O-glicosideo
(Cy-3-O-Glc) e cianidina (Cy), através da auto-oxidacdo do é&cido linoleico, utilizando
lipossomas, membranas de eritrocitos de coelho e sistemas microssomais hepaticos de rato.
Ambas apresentaram atividade antioxidante em todos os sistemas, no entanto a cianidina
demonstrou maior atividade que a cianidina-3-glicosideo e a mesma atividade que o a-
tocoferol em lipossomas e membranas de eritrocitos de coelho. No sistema microssomal de
rato, a Cy e a Cy-3-O-Glc exibiram atividade superior ao a- tocoferol. Estes dados sugerem
que estes pigmentos podem ter um papel importante na prevencdo da peroxidacdo lipidica das
membranas celulares, induzida por radicais livres.

Lipidios Proteinas DNA

| | |

Acao das espécies reativas de oxigénio

v v v

Peroxidacédo Degeneracéo Danos - mutagéo

V v

Danos a membrana celular e componentes
celulares essenciais, como as lipoproteinas

Y

Infarto do miocardio, aterosclerose;
Acidente Vascular Cerebral (AVC) Cancer

ENVELHECIMENTO

Figura 6 - Consequéncia do ataque das espécies reativas de oxigénio sobre os lipidios,
proteinas e DNA (Adaptado de WALTON, 2006)

Sarma e Sharma (1999) estudaram a interacdo das ACNs e do DNA do timo de
vitela (tvDNA) e verificaram que ambos foram capazes de formar um complexo de
copigmentacdo, DNA-cianidina, quando misturados. Verficaram ainda que a exposicdo de
qualquer um: cianidina ou tvDNA individualmente ao radical hidroxila (OH) causava graves
danos oxidativos. No entanto, a formagdo deste complexo de DNA-cianidina antes da
exposicdo a estes radicais (°OH), protegia tanto a cianidina como o tvDNA contra danos
oxidativos. Com base destes resultados, os autores sugeriram que a copigmentagédo do DNA-
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cianidina poderia ser um possivel mecanismo de defesa contra o dano oxidativo do DNA em
funcdes fisiologicas (Figura 7).

OH OH
HaC
0
N
CH,
T
= —TZO
0
CHj, HaC
0
< 0
H3C HaC H3C CH,
0 0
\
CH, CH,
Cianidina DNA Complexo DNA-cianidina

Figura 7- Mecanismo proposto para interacdo cianidina-DNA que leva a formacdo do
complexo de copigmentacéo cianidina-DNA

2.3.2 Evidéncias de propriedades anti-tumorais

As antocianinas tém demonstrado exibir atividade anti-carcinogénica contra
maultiplas células in vitro e in vivo. As antocianinas tém revelado potencial de atividade
quimiopreventiva do cancer em estudos que incluem a atividade de eliminacdo radicalar, a
estimulagdo da fase Il enzimatica de metabolismo, reducdo da proliferacdo celular,
inflamag&o, reducdo da angiogénese e invasio, inducdo de apoptose’ e diferenciacdo. Além
disso, as antocianinas modulam a expresséo e ativacdo de multiplos genes associados com
estas funcgdes celulares (WANG; STONER, 2008).

Koide e colaboradores (1996) verificaram que o hidrolisado de ACNs da casca de
uva e do arroz vermelho impactou no tempo da fase S, através do salto desta fase para a fase

! NOTA: A apoptose ou morte celular programada desempenha um papel fundamental na regulacdo do
desenvolvimento e crescimento de células normais, e é frequentemente desregulada em células cancerigenas.
Alguns dos agentes quimioterapicos mais eficazes sdo fortes indutores de apoptose em células pré-malignas e
malignas.

2 NOTA: Em células eucaridticas, o ciclo celular é dividido em 3 fases principais: Intérfase, onde ocorre o
crescimento da célula e preparo para a divisdo celular propriamente dita; Fase mitética (Fase M), na qual
ocorrerd a separacdo dos cromossomos da célula-mde; e a Citocinese, fase que ocorrera o rompimento das
membranas plasmaticas e a finalizagcdo do processo de divisdo, dando origem a duas células-filhas. Por sua vez, a
Intérfase também se divide em trés fases: G1, S e G2. Na fase de crescimento, a G1, ocorre uma intensa sintese
de RNA, enzimas e proteinas, e por conseqiiéncia aumento do citoplasma e do nimero de organelas presentes na
célula. Apos esses eventos, ocorre a duplicagdo exata do material genético da célula, caracteristica da fase S, que
ocupa cerca da metade do tempo do ciclo celular. Segue-se a fase G2 que também sintetiza RNA e proteinas e
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G2 em células HCT-15. Esse fato sugeriu que estas antocianidinas foram eficazes na
supressao do crescimento celular. Um ano ap6s, Koide e investigadores (1997) novamente
relataram os efeitos anti—tumorais in vitro e in vivo de extratos de soja vermelha, que contiam
principalmente cianidina-3-O- glicosideo e cianidina-3-O-ramnosideo. Em outro estudo, as
antocianinas isoladas e extratos ricos em antocianinas, a partir de frutos e vegetais, inibiram a
proliferacdo celular pela a capacidade que as mesmas tém para bloguear varios estagios do
ciclo celular, através de seus efeitos regulatdrios sobre algumas proteinas (por exemplo, P53,
P21, P27, ciclina D1 e ciclina A). As antocianidinas parecem ser mais potentes inibidores da
proliferacdo de células do que as antocianinas (ZANG; VARRED; NAIR, 2005).

Assim, alguns autores verificaram que extratos ricos em antocianina a partir de
bagas de uvas, algumas antocianinas isoladas e antocianidinas exibiram efeitos pro-
apoptéticos em varios tipos de células in vitro (AFAQ et al., 2007; SEERAM et al., 2006).

Os efeitos anti-angiogénicos das antocianinas foram investigados utilizando células
endoteliais cultivadas, células de cancer oral e células epidérmicas JB6 de ratos. Os resultados
demonstraram que as antocianinas foram capazes de suprimir a angiogénese® através de varios
mecanismos, tais como: inibicdo do Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), reducdo do VEGF
e da expressdo do receptor VEGF em células endoteliais (BAGCHI et al., 2004).

Muitos estudos em animais tém demonstrado dados bastante consistentes. Em um
estudo comparativo em ratos APC, os animais receberam uma mistura de antocianinas a 800
mg/L e cianidina isolada a 200 mg/L, com a agua potavel ou cerejas adicionadas a dieta (200
o/kg de racdo). Os valores correspondem as doses de aproximadamente 2,4 e 0,6 mg
antocianas/animal/dia ou 600 mg de cerejas/animal/dia, respectivamente, foram realizadas
com base no consumo médio diario de dieta e agua.

Nos ratos que receberam estas intervengdes, o numero de adenomas caecal foi reduzido em
comparagdo com 0s animais, com a dieta controle ou aqueles que receberam farmacos anti-
inflamatorios ndo-esterdides (KANG et al., 2003).

2.3.3 Reducdo de LDL e prevencéo de doencas cardiovasculares

Renaud e De Lorgeril (1992) publicaram sua pesquisa a partir da observacdo do
famoso paradoxo francés. Eles verificaram gque o alto consumo de vinho rico em antocianinas
era a causa para a baixa incidéncia de doencas cardiovasculares, embora o consumo de
gordura saturada fosse elevado na populacdo francesa. Como a oxidagdo da lipoproteina de
baixa densidade (LDL) provoca a acimulo de macréfagos nas células da parede arterial, a
ruptura das placas oxidadas de colesterol leva a aterosclerose e a doencgas cardiovasculares.

Assim, eles verificaram que os antioxidantes na dieta, incluindo antocianinas, tém o
potencial de aumentar a capacidade antioxidante do plasma e assim proteger os endotélios
contra a oxidacdo de LDL e prevenir doencgas cardiovasculares. Enquanto isso, Satué-Garcia e
colaboradores (1997) relataram que as antocianinas agem como antioxidantes da lipoproteina
humana de baixa densidade (LDL) em sistemas lipossomais in vitro com lecitina. Neste

promove a condensacdo da cromatina. Esta fase é denominada também de fase de preparacdo para a divisao
celular.

* NOTA: Outro processo envolvido na formgdo das neoplasias é a angiogénese. Este é o processo de formacéo
de nova rede vascular, para a nutricdo das novas células, representando um fator importante no crescimento de
tumores e metéstases. Assim, algumas das moléculas mais potentes de ativagdo de angiogénese sdo membros de
uma familia de Fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF). A expressdo deste fator VEGF é
frequentemente aumentada no desenvolvimento tumores.
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trabalho, verificaram a inibicdo da oxidacdo com o aumento da concentracdo do antioxidante.
No sistema de LDL, quando a oxidag&o foi catalisada com 10 mM de cobre, a malvidina foi o
melhor inibidor de oxidacdo, seguida da delfinidina, cianidina e pelargonidina. Em um
modelo de peroxidagdo lipidica induzida por radiagdo de luz UV, trés antocianinas purificadas
(Pg- 3-O-glc, Cy-3-O-glc e Pd-3-O-glc), bem como as suas antocianidinas, demonstraram
uma forte inibi¢do da peroxidagdo de lipidos e agiram como agentes de eliminacéo de radicais
ativos de oxigénio (TSUDA et al., 1996).

Abuja e colaboradores (1998) investigaram o pé do suco de sabugueiro obtido por
spray-dry, que continha alto teor de antocianinas, e verificaram a relacdo da presenca da
antocininas e o efeito protetor sobre o LDL humano in vitro. Youdim e colaboradores (2000)
verificaram a capacidade das células endoteliais em incorporar antocianinas e examinaram
seus potenciais beneficios contra varios fatores de estress oxidativo. Esta capacidade de
penetrar nas céulas se mostra dependente da estrutura, com concentragdes mais elevadas das
ACNs monoglicosiladas e menor para as diglicosiladas em ambos os compartimentos. A
presenca das ACNs conferiu efeitos protetores significativos nas céulas contra os seguintes
fatores de estresse oxidativo: radicais de peréxido de hidrogénio (H,0,; 2, 2' - azobis (2-
amidinopropano) (AAPH)); e FeSO4/acido ascoérbico. Estes resultados podem ter implicacGes
importantes sobre a preservacdo da fungdo das células endoteliais ao impedir o inicio de
alteracdes associadas a doencas vasculares.

2.3.4 Atividade anti-inflamatéria

A inflamacdo é uma resposta bioldgica complexa em resposta a lesdo tecidual.
Muitos tipos de cancer ocorrem nos locais de inflamacdo, porque as células inflamatdrias
proporcionam um microambiente favoravel ao desenvolvimento de tumores, e, por
conseguinte, a terapia anti-inflamatéria tem o potencial para prevencgdo precoce da progressao
neopléasica e transformacdo maligna (COUSSENS; WERB 2002). A regulacdo anormal de
duas proteinas inflamatorias, fator nuclear kappa B (NF-kB) e ciclooxigenase- 2 (COX-2),
ocorrem em muitos tipos de cancer, e os inibidores destas proteinas geralmente exibem
potencial quimiopreventivo significativo (WANG; STONER, 2008). As ciclooxigenases
(Cox) convertem o &cido araquidénico em prostaglandinas que estimulam a inflamacéo, assim
¢ altamente desejavel um efeito inibidor sobre estas enzimas (SEERAM et al., 2001).

2.4 Trato Gastrintestinal (TGI)

O trato digestivo é composto pelo tubo digestivo e por glandulas secretoras anexas.
Ele tem a funcgéo de digestdo e de barreira seletiva de protecdo entre 0 meio externo e 0 meio
interno. As glandulas secretoras s@o 0s anexos e produzem enzimas digestivas por quase toda
a sua extensdo, desde a boca até o ileo terminal. Essas enzimas tém a fungdo de degradar as
macromoléculas presentes nos alimentos ingeridos, transformando-as em moléculas mais
simples, em tamanho e complexidade. Elas objetivam tornar as moléculas mais sollveis no
meio intestinal, a fim de atingirem a mucosa intestinal, serem absorvidos, distribuidos e
bioutilizados.

O inicio da degradacgéo do alimento ocorre na cavidade oral (Figura 9), onde os dentes
o trituram, transformando-o em pedacos menores, e a saliva 0 umedece, lubrifica e inicia a
digestdo através das enzimas como o- amilase (ou ptialina) e lipase, que atuam sobre os
carboidratos e os lipidios, respectivamente. A lingua mistura e amassa esses fragmentos,
resultando no bolo alimentar. Ha pequenas glandulas salivares espalhadas no tecido
conjuntivo da cavidade oral, inclusive na lingua, mas secretam somente 5% da saliva. A maior
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parte da saliva é produzida por trés grandes pares de glandulas salivares: as parotidas, as
submandibulares e as sublinguais. As glandulas parotidas possuem uma forma achatada e
estdo situadas abaixo e na frente da orelha, em cada lado da face. S&o responsaveis por 30%
da saliva. As glandulas submandibulares sdo ovoides e estdo logo abaixo da mandibula, em
ambos os lados do pescoco. Produzem 60% da saliva. As glandulas sublinguais possuem uma
forma de améndoa e estdo no assoalho da boca, com os ductos abrindo-se préximos aos
ductos das submandibulares. Secretam cer a de 5% da saliva. As glandulas salivares maiores
estdo envolvidas por uma céapsula de tecido conjuntivo denso e sab divididas em porgéo
secretora e por¢do condutora. A porc¢do secretora pode conter células serosas e/ou mucosas.

As células serosas tém uma forma piramidal e apresentam um reticulo endoplasmatico
rugoso desenvolvido para a sintese proteica. Essas células secretam uma solugdo aquosa com
enzimas (amilase, lipase e lisozima), IgA e lactoferrina. A amilase e a lipase iniciam a
digestdo dos carboidratos e dos lipidios na cavidade oral, continuando-a no estdmago. A
lisozima, a IgA e a lactoferrina agem contra a acdo das bactérias. As células mucosas contem
vesiculas de glicoproteinas. Estas glicoproteinas constituem o muco que lubrifica o bolo
alimentar. As glandulas parétidas séo constituidas somente por células serosas. As glandulas
submandibulares e sublinguais contém células mucosas e serosas (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008).

O estdbmago é o segmento mais dilatado do sistema digestivo, como os alimentos
permanecerem nele por algum tempo, necessita ser um reservatorio entre o es6fago e o
intestino delgado. Ele estd divido em 4 areas (regides) principais: cardia, fundo, corpo e
piloro. Estas duas Gltimas microscopicamente sdo idénticas, portanto, em termos histoldgicos,
apenas trés regides sao consideradas. O cardia é uma banda circular estreita, de musculo liso,
com cerca de 1,5 a 3,0 cm de largura, na transic¢éo entre o es6fago e o estdmago. O fundo e o
corpo deste 6rgdo estdo preenchidos por glandulas, denominadas glandulas fundicas, das
quais trés a sete se abrem no fundo de cada fosseta gastrica. O piloro esta localizado entre o
estdbmago e o duodeno e regula a passagem do quimo de um Orgdo para o outro, além de
impedir seu refluxo. Estas regides possuem algumas camadas, como: mucosa, submucosa e
muscular, além de ser revestido por uma delgada camada serosa. As camadas, mucosa e
submucosa repousam sobre dobras direcionadas longitudinalmente, quando o estdmago nédo
esta distendido, caso contrario, estas dobras se achatam. O epitélio que reveste a mucosa
gastrica sofre invaginacdo em direcdo a lamina propria, dando origem as fossetas gastricas,
sendo que nestas, desembocam as glandulas que secretam o suco gastrico. Ja a camada
submucosa é revestida por um tecido conjuntivo denso onde estdo presentes vasos sanguineos
e linfaticos. No entanto, esta glandula é semelhante a um epitélio de absorcéo tipico, uma vez
que ele é composto por monocamada de células em repouso sobre uma membrana basal e em
estreito contato com os vasos periféricos (Figura 8). A camada muscular € composta por
fibras musculares lisas orientadas em trés direcdes principais.
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Figura 8 — Sistema digestivo humano, incluindo o trato gastrintestinal e 6rgaos anexos
(Fonte: DEAN; MA, 2007 apud GIORI, 2010)

O muco € produzido pelas glandulas piloricas e cardicas do estdmago e lubrifica o bolo
alimentar, além de proteger a parede do estdbmago contra a acdo das enzimas gastricas e do
acido cloridrico (HCI). O HCI apresenta as seguintes funcdes: facilita a absorcdo de ferro;
proporciona um pH étimo para a digestdo protéica; ativa o pepsinogénio a Pepsina; age
contra os germes restringindo a fermentacdo microbiana (a¢do germicida). As enzimas do
suco gastrico sdo: pepsina, lipase gastrica, amilase gastrica. A pepsina € uma enzima
proteolitica muito importante (digere proteinas em peptideos), atua num meio altamente
acido (pH = 2,0) e acima de pH = 5,0 apresenta pouca atividade proteolitica, tornando-se
inativa. A lipase gastrica (tributirase) age sobre a tributirina (um tipo de gordura encontrado
no leite e seus derivados), que apresenta baixa atividade lipolitica sobre as gorduras comuns.
A amilase géastrica ndo desempenha papel importante na digestdo do amido (GUYTON,
1988).
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Figura 9- Esquema do epitélio gastrico e suas camadas. A mucosa gastrica sofre invaginacoes
dando origem as fossetas gastricas, que sdo semelhantes a um epitélio de absor¢do tipico,
composto por monocamada de células em repouso sobre uma membrana basal e em estreito
contato com 0S vasos periféricos (Fonte: Disponivel em:
http://biologia.ifsc.usp.br/bio2/apostila/apost-fisiol-parte4.pdf. Acesso em 10 de janeiro de
2015).

Dentre as regides que compdem o tubo digestivo, o intestino delgado é o segmento
mais longo, que mede cerca de 6-7 metros e ocupa quase toda a cavidade abdominal. E
dividido em duodeno, jejuno e ileo. O duodeno é a primeira e a menor parte do intestino
delgado, com cerca de 25 cm. O jejuno e o ileo sdo dificeis de diferencar, pelo que podemos
chamar jejuno-ileo ao seu conjunto, sendo o principal local absortivo do corpo humano
(Figura 10). Esta regido dispde de uma superficie celular, com varias pregas, vilosidades e
microvilosidades, que aumentam em cerca de mil vezes a &rea superficial de mucosa,
perfazendo um total de 250 metros quadrados. As células absortivas ou enterdcitos sdo as
mais numerosas do epitélio intestinal e sua funcdo primaria é a absorcdo e transporte dos
componentes absorvidos para a lamina propria. Sdo células altas, com nucleo basal e com
abundantes microvilosidades recobertas por uma camada espessa de glicocéalix e que
apresentam no seu interior uma rede de capilares sanguineos e um vaso linfatico-vaso
quilifero. Além disso, apresentam jungdes de oclusdo (gap junctions), que impedem a
passagem de material por entre as células e, portanto, as moléculas devem atravessar pelo
menos duas membranas celulares (a interna e externa) para passar de um lado para o outro
(Figura 10) (GARTNER; HIATT, 2003).
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Figura 10- Estruturas presentes na parede do Intestino delgado (Fonte: Disponivel em
‘http://slideplayer.com.br/slide/1267621/. Acesso 26 de dezembro de 2014)

O intestino grosso é a continuidade do intestino delgado e o local de absorcéo de agua,
tanto a ingerida quanto a das secrecbes digestivas. As glandulas da mucosa do intestino
grosso secretam muco, que lubrifica as fezes, facilitando seu transito e eliminacgdo pelo anus.
Mede cerca de 1,5 m de comprimento e divide-se em ceco, cOlon ascendente, colon
transverso, colon descendente, colon sigmodide e reto. A saida do reto chama-se anus e ¢
fechada por um musculo que o rodeia, o esfincter anal. Neste local ha a presenca de
numerosas bactérias ou microbiota que vivem em mutualismo. Seu trabalho consiste em
metabolizar os restos alimentares nao assimildveis, reforcar o movimento intestinal e
proteger o organismo contra bactérias patogénicas, causadoras de doencas. As fibras
vegetais, principalmente a celulose, ndo sdo digeridas nem absorvidas, contribuindo com
assim com percentual significativo da massa fecal. O intestino grosso ndo possui
vilosidades, bem como nao secreta sucos digestivos. Normalmente s6 absorve agua e alguns
compostos soliveis na mesma, em quantidade bastante consideraveis. Como o intestino
grosso absorve muita 4gua, o conteudo intestinal se condensa até formar detritos intteis, que
sao evacuados (GUYTON, 1988).

2.5 Biodisponibilidade e Bioacessibilidade

Os termos biodisponibilidade e bioacessibilidade s&o, com frequéncia, utilizados
indistintamente. No entanto o conceito de biodisponibilidade engloba o0s eventos de
bioacessibilidade e distribuicdo sisttmica. O termo biodisponibilidade recebe diferentes
definicBes, podendo ser definida como a proporgdo da substancia que passa para a circulacdo
sistémica apds a administracdo oral, e atinge o local de agéo biologico (RANG et al., 2003;
OOMEN et al., 2003). Para os nutrientes, onde o metabolismo € comum e a rota de
administracdo é a oral, sua definicdo é bastante simples, sendo a quantidade ou fracdo da dose
ingerida que é absorvida (HEANEY; NORDIN, 2002). Outra interpretacdo seria apenas a
biodisponibilidade como as concentracfes plasmaticas (MASON, 2000). A definicdo
comumente aceita de biodisponibilidade € a proporcdo do nutriente que é digerida, absorvida
e metabolizada por vias normais. Por isso, € importante ndo s6 conhecermos quanto de um
nutriente esta presente em um alimento ou suplemento dietético; mas ainda mais importante é
saber quanto do mesmo esta biodisponivel (SRINIVASAN, 2001). Para além deste conceito,
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pode-se somar as etapas de liberacdo do composto da matriz alimenticia, a degradacéo
metabdlica local e o transporte até o tecido alvo ou distribuicao.

Ja a bioacessbilidade também recebe diferentes definicdes, dentre elas é a fracdo do
composto potencialmente disponivel para posterior captacdo e absor¢cdo (ALMINGER et al,
2014). Atualmente, a definicdo mais aceita é a fracdo de um composto que é digerido e
liberado de sua matriz no trato gastrointestinal e que, portanto, torna-se disponivel para
absorcéo intestinal, sendo apenas dependente do processo de digestdo e liberacdo do
composto da matriz do alimento. A Escola americana de nutricdo agrega a este conceito os
eventos de captagdo e metabolismo celular (FAILLA; CHITCHUMROONCHOKCHALI;
ISHIDA, 2007).

Além disso, para que uma substancia alcance a circulacdo sistémica, ela necessita,
além de penetrar a mucosa intestinal, também atravessa-la (absorvida) e entrar nos vasos
sanguineos. Uma questdo é o fato de que a biodisponibilidade ndo constituir uma
caracteristica exclusiva da substancia: ela é afetada por variagdes na atividade enzimética da
parede intestinal ou do figado, no pH gastrico ou na motilidade intestinal, fatores relacionados
ao estado nutricional, aspectos genéticos, caracteristicos de cada individuo e interacdes com
outras substancias. Devido a isso, podemos somente falar sobre a biodisponibilidade de
determinada sustancia, em um determinado individuo, numa determinada ocasido (RANG et
al., 2003). Portanto, a biodisponibilidade ndo pode ser avaliada utilizando modelos in vitro,
pois estd intrinsicamente relacionada a fatores fisioldgicos e metabdlicos.

O estudo da biodisponibilidade é bastante complexo e pode ser afetado por um grande
namero de fatores. Estes fatores incluem a natureza do composto, variacdo de polaridade,
massa molecular, pH do meio, pKa do composto, a matriz do alimento (composi¢édo), a forma
polimorfica do composto, quantidade ingerida, enzimas digestivas, estado nutricional, fatores
genéticos, fatores relacionados a caracteristica de cada individuo, interacdes com outras
substancias e tipo de transporte membranar.

2.6 Biodisponibilidade das ACNs em animais e humanos

A maioria das evidéncias que sustentam o0s efeitos preventivos ou terapéuticos das
antocianinas € in vitro e ainda faltam evidéncias in vivo a partir de animais ou estudos de
intervencdo humana. No entanto, quaisquer efeitos bioldgicos sdo dependentes de niveis
adequados de biodisponibilidade para que as antocianinas possam alcancar as células e
globalmente, todo o organismo. O numero de estudos em humanos que visam investigar a
biodisponibilidade de antocianinas tem aumentado rapidamente ao longo das Gltimas décadas
(Tabela 2).

Lapidot e colaboradores (1998) investigaram a biodisponibilidade de antocianinas em
vinho tinto (218 mg de antocianinas/300 ml) apés a ingestdo de dois copos. Eles mediram a
taxa de excrecdo urinéria de 5% da dose ao longo de um periodo de 12 h; uma taxa muito
maior do que em estudos mais recentes. Bub e colaboradores (2001) investigaram a
biodispinibilidade da malvidina-3-glicosideo em vinho tinto e suco de uva. Apos a ingestdo de
vinho tinto (68 mg de malvidina-3-glicosideo/500 ml) ou suco de uvas vermelhas (117 mg
malvidina-3-glicosideo/500 mL), a malvidina-3-glicosideo foi encontrada no plasma (Cmax:
1,4 nm a 20 min com vinho tinto; e Cnax: 2,8 nm a 180 min com suco de uva vermelha) e na
urina (< 0,03% da quantidade ingerida de vinho vermelho, suco de uva), respectivamente de
voluntarios humanos. Nao foram encontradas agliconas nem conjugados de glucuronato ou
sulfato em amostras de plasma e urina, indicando que a malvidina-3-O-glicosideo é absorvida
na sua forma glicosilada.
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Estudo realizado em 15 participantes, avaliando a prevencdo de doenca coronaria,
mostrou que 4 horas apds o consumo de 480 mL de suco de cranberry (94.47mg antocianinas)
as concentracdes plasmaticas de antocianinas individuais variaram entre 0,56 e 4,64 nmol/L,
com concentragdes maximas de antocianina detectadas entre 1 e 3 horas. A recuperacao
urinaria de antocianina foi de 0.79 £ 0.90% da dose administrada. Estes dados sugeriram que
as antocianinas sdo pouco absorvidas e rapidamente removidas do plasma. As concentragdes
observadas no plasma sdo insuficientes para alterar a carga radical ou potencial redox, mas
poderiam ser suficientes para afetar a transducdo de sinal e/ou a expressdo de genes
(MILBURY; VITA; BLUMBERG, 2010).

Frank e colaboradores (2003) encontraram uma excrecdo urinaria de antocianinas
entre 0,18 e 0,23%, apods a ingestdo de Unica dose oral Unica de 400 ml suco de uvas
vermelhas (283,5 mg de antocianinas totais), ou 400 ml de vinho tinto (279,6 mg de
antocianinas totais). Matsumoto e colaboradores (2005) verificaram que as ACN encontradas
na groselha foram diretamente absorvidas e distribuidas para o sangue e excretadas na urina
nas formas glicosiladas em ratos e humanos. Em seu estudo humano, eles detectaram as
antocianinas da groselha, tanto no plasma (0,120 nM) e o urina (0,11% da dose ingerida)
como também a forma intacta, ap0s a ingestdo de dose Unica de concentrado de groselha (3,57
mg de cianidina-3-O-glicosideo/kg de peso corporal). Estes resultados indicam que os
glicosideos de antocianinas podem ser absorvidos rapidamente dentro de 2 h ap6s a ingestéo e
que séo excretados na urina na sua forma intacta. A baixa biodisponibilidade das antocianinas
também foi demonstrada num estudo humano por Murkovic e colaboradores (2001). Apos a
ingestdo de 180 mg de antocianina (capsulas de p6 de suco de sabugueiro obtido por spray
dry), a concentracdo plasmatica maxima encontrada foi de 35 ng/mL. Assim, além da baixa
biodisponibilidade, estes autores sugerem uma degradacéo rapida ou excre¢do dos compostos.

Tabela 2- Estudos de biodisponibilidade de antocianinas em humanos (Fonte: Adapatado de
YANG et al., 2011)

ACN Crmax’ T mat (h) Excrecdo
Alimentos totais® urinaria (%)° Referéncia
Mirtilo pé (100g) 1200 mg 29nmol/L 4 - Mazza e
colaboradores,
2002
Sabu extrato (259) 1500mg 100 nmol/L 0,5 - Cao &
Prior,1999
Sabu extrato (12g) 720mg 0,097 nmol/L 1,2 0.06 (24h) Wu, Cao &
Prior, 2002
Sabu (caps spray 180 mg 35ng/mL 1 Murkovic e
dried) colaboradores,
2001)
Sabu (concentrado)  33,0mg/Kg 5.0-73,4nmol/L  1,25-1,75 0,11 (8h) Matsumoto e
(150mL) p.c colaboradores,
2001
Vinho tinto(300mL) 218 mg - - 5,10 (12h) Lapidot e colab,
1998
Vinho tinto(400mL) 180 mg 43 nmol/L 1,5 0,23 (h) Frank e
colaboradores,
2003
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Vinho tinto(500mL) 68 mg Mv- 00,0014 pmol/L 0,8 0,02 (6h)
3-glic®
Vinho tinto sem 56 mg Mv-  0,0017 pmol/L 1,5 0,02 (6h)
alcool(400mL) 3-glic® Bube
Suco uva (500mL) 117 mg Mv- 00,0028 pmol/L 2,0 0,02 (6h) colaboradores,
3-glic® 2001
Suco uva (400mL) 284 mg 100 ng/mL 0,5 0,18 (7h) Frank e
colaboradores,
2003
Groselha 236 mg 0,120 pmol/L 1,25-1,75 0,11 (8h) Matsumoto e
colaboradores,
2001
Groselha suco 1,24 ¢ 53 nmol/L 0,75 0,07 (4h) Nielsen e
0,72 g 16 nmol/L 0,75 0.05 (4h) colaboradores,
0,759 32 ng/mL 15 0,05 (4h) 2003
Chokeberries extrato 721 mg 0.096 pmol/L 2,8 0,15 (24) Kay e
(7,19) colaboradores ,
2004
Morango (200g) 77,3 mg 274 nmol/L 1,1h 1.0 (24h) Mullen e
colaboradores,
2008
Suco cenoura roxa 65, 194, 323 2,5-9,6 nmol/L 1-2h - Charron e
(50, 150 e 250mL.) mg colaboradores,
2009
Suco de Cranberry 94,47 mg 0,56-4,64 1-3h 0,79+ 0,90 (4h) Milbury e
(480 mL) nmol/L colaboradores,
2010

(*) Dose total de antocianinas por Kg de peso corpdreo
() Concentracéo plasmética méxima

() Tempo necessario para atingir 0 Cynay

() Percentual da dose ingerida

(%) Mv-3-glic = Malvidina-3-O-glicosideo

Os estudos em animais sdo os mais frequentemente realizados para o estudo da
biodisponibilidade das ACNs. Grande parte destes estudos indica que as antocianinas séo
absorvidas majoritariamente na sua forma glicosidica intacta e alcanca rapidamente a
circulacdo sistémica. Para estes estudos duas abordagens tém sido utilizadas: quantificacdo
das ACNSs e seus metabdlitos no plasma e urina.

Morazzoni e colaboradores (1991) verificaram em ratos, ap6s uma Unica
administracdo oral [400 mg/kg de peso corporal] de ACNs de mirtilo (Vaccinium myrtillus),
as concentragdes plasmaticas méaximas atingiram niveis de (2 — 3 pg/mL) apds apenas 15
minutos e, em seguida, rapidamente diminuiu dentro de 2 horas. Além disso, Miyazawa e
colaboradores (1999) também verifcaram o rapido aparecimento das ACNs na forma intacta
no plasma [Cmax: 3.8 pmol/L (1.8ug/ml) a 15 min] apds a administragdo oral de antocianina
de frutas vermelhas (320 mg cianidina-3-O-glicosideo/kg de peso corporal) apOs sua
encubagdo em estdmago de ratos. Nesta pesquisa, nem as formas agliconas, nem as ACNs
conjugados (metabdlitos) estavam presentes no plsma de ratos, sugerindo que a estrutura do
cation flavilium é muito mais estavel a hidrolise bacteriana do que outros flavondides. Alem
disso, Tsuda e colaboradores (1999) também verificaram ap6s a administracdo oral de
cianidina-3-glicosideo (400 mg/kg de peso corporal) a ratos, que a sua forma intacta apareceu
rapidamente no plasma [Cmax: 0.31 pmol/L (0.14pg/ml) a 30 min], mas novamente a
aglicona nao foi detectada, sendo posteriormente detectada no jejuno. Além disso, os autores
encontraram 0 &cido protocatequico no plasma, o qual sugeriram ter sido gerado pela
degradacdo da cianidina, e a sua concentracdo foi de oito vezes mais elevada do que a da
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cianidina-3-glucosideo. Uma vez que uma concentracdo maxima de cianidina-3-O-glicosideo
foi encontrada apenas em 15 minutos no estdbmago ap6s a administracdo, sugerindo que as
ACNSs podem ser absorvidas a partir deste 6rgao.

De uma forma geral a biodisponibilidade das ACNs difere dos outros flavondides, tais
como a quercetina (por exemplo, glicosideos) em uma série de aspectos (TAGLIAZUCCHI et
al., 2010). Em primeiro lugar, a biodisponibilidade aparente é sempre muito baixa em todos
o0s estudos com valores de menos de 0,1% da dose ingerida na urina. Em segundo lugar, a
absorcdo ocorre rapidamente ap6s o seu consumo. Os niveis de concentracdo plasmaticos
maximo sdo atingidos em 15- 60 minutos com excrecdo completa dentro de 6-8 horas. Estas
observagdes levam-nos a crer que as antocianinas sdo absorvidas primeiramente a partir do
estbmago. Em terceiro lugar, as ACN glicosiladas parecem ser absorvidas intactas,
distribuidas pela circulagdo e excretadas na urina.

Os métodos de deteccdo utilizados para a maioria, se ndo todos, os estudos de
biodisponibilidade das ACNs se baseiam na identificacdo da forma cationica do ion flavilium
por CLAE. Partindo do pressuposto anterior, devido ao seu curto tempo de deteccdo, fica
evidente que a forma de céation flavilio ndo é a forma mais provavel que exista in vivo.
Consequentemente, todas as avaliacGes tém medido indiretamente a biodisponibilidade das
ACNSs, pois provavelmente as formas hemicetal e chalcona sejam as mais provaveis de
estarem envolvidas na absorcdo e reacbes de metabolismo. Com isto, as estruturas
antocianicas que ndo forem capazes de regenerar o cation flavilio, devido ao metabolismo ou
modificacdes estruturais in vivo, ndo serdo detectadas pelos métodos analiticos baseados na
separacdo por CLAE e deteccdo a 520nm (Figura 11).
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Figura 11- Esquema representativo das diferentes formas que as antocianinas podem se
apresentar durante um experimento de absorcdo/biodisponibilidade. As antocianinas que s&o
transformadas durante a bioatividade, metabolismo ou excre¢édo e sdo incapazes de retornar ao
cation flavilium ap6s acidificacdo durante a preparacdo da amostra ndo serdo detectadas pelos
atuais métodos de analise por CLAE (Fonte: Adaptado de MCGHIE; WALTON, 2007).

2.7 Bioacessibilidade: Metodologias de Digestéao in vitro

Nas duas ultimas décadas, diversos modelos de digestdo in vitro, principalmente nas
areas Farmacéutica, toxicoldgica e ambiental foram desenvolvidos, com o intuito de melhor
elucidar as etapas que envolvem a bioacessibilidade dos compostos (MILLER et al., 1981,
OOMEN et al., 2002, BOSSO; ENZWEILLER, 2008). Todas estas metodologias in vitro
baseiam-se na fisiologia do trato gastrintestinal e simulam as condi¢des da digestdo humana.
A saliva e dos sucos gastrico e duodenal naturais, sdo substituidos por solugdes artificiais que
simulam o ambiente de cada um dos compartimentos digestivos (pH, temperatura, agitacdo
etc). Estes modelos podem ser estaticos ou dindmicos, dependendo da reproducdo dos
processos fisicos que ocorrem in vivo (corte, mistura, hidratacdo, mudancas nas condicdes de
tempo, peristaltismo etc). Os modelos dindmicos sdao 0s mais promissores, de modo que
consideram novas variaveis, tais como alteragdes na viscosidade do digerido, reducdo do
tamanho das particulas, difusdo e partilha de nutrientes (FERNANDEZ-GARCIA,
CARVAJAL-LERIDA; PEREZ-GALVEZ, 2009), no entanto S0 0S mais 0nerosos.
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A terminologia para a determinacdo da bioacessibilidade as vezes pode variar,
podendo ser chamada também de Recuperacdo (%) (MCDOUGALL et al., 2007) ou
Estabilidade (%) (CORREA-BETANZO et al., 2014). Estas variacbes podem ocorrer pois,
alguns autores entendem que a bioacessibilidade tanto pode ser uma medigdo da recuperagao
de um composto numa dada matriz, como o percentual de composto que permaneceu estavel
ao longo de sua passagem pela TGI.

Um dos principais obstaculos para a interpretacdo da bioacessibilidade de
compostos, tal como das antocianinas, € o grande numero de modelos publicados desde a
descricdo do primeiro modelo desenvolvido para o estudo do ferro (MILLER et al., 1981). A
diversidade de modelos tem dificultado a comparacdo de resultados entre os estudos, e
aumentou as chances de encontrar resultados contraditorios. Estes modelos diferem
principalmente nos estagios de digestdo (oral, gastrico, do intestino delgado, intestino grosso);
pH; a natureza e concentracdo das enzimas digestivas envolvidos; e concentraces de
eletrolitos e acidos biliares etc. A maior parte do modelos sdo operados no modo estéatico (isto
é, com concentracdes prefixadas e volumes de materiais digeridos, enzimas de sais, e assim
por diante), mas h& também um numero limitado de modelos dindmicos que imitar as
mudangas continuas dos condi¢Bes fisico-quimicas. Os componentes alimentares
experimentam diferentes condi¢cBes ambientes e fisico-quimicas que possam levar a
modificacdo molecular. O TGI é caracterizado por regides com diferentes pH e diferentes
populagdes microbianas; ambos os recursos que podem modificar compostos de antocianina.
O pH do estbmago €é baixo, proximo de 1 - 2, o qual deve garantir que as antocianinas estejam
como cétion flavilium, o qual é a forma mais estavel das antocianinas. A estabilidade das
antocianinas em condicGes gastricas no estbmago foi confirmada por estudos de digestdo in
vitro (MCDOUGALL et al, 2005a.; MCDOUGALL et al., 2005b.; TAGLIAZUCCHI et al.,
2010; BOUAYED, HOFFMANN; BOHN, 2011). Em contraste com o estdmago, 0 ambiente
do intestino delgado e grosso é em grande parte a pH neutro, onde as mdltiplas formas
moleculares das antocianinas estardo presentes e onde as antocianinas sao muito menos
estaveis.

O primeiro estudo que objetivava conhecer o comportamento das ACN no TGl, foi
publicado em 1933, por Horwitt, no qual ele conclui que as antocianinas ndo sdo facilmente
absorvidas a partir do intestino e que a fracdo que ndo passar para a circulacdo parece ser
excretada pelo rim em sua forma glicosilada (inalterada). Hur e colaboradores (2011) fizeram
um levantamento do numero de publicacdo com diferentes metodologias de digestao in vitro
para a analise de compostos, nutrientes e contaminantes e verificaram a existéncia de mais de
80 diferentes tipos de estudos nos ultimos 10 anos. Além disto, esta revisdo apresenta o
Estado da Arte destes métodos e apresenta as diferentes formas de aplicacdo para cada
composto.

Correa-Betanzo e colaboradores (2014) testaram uma metodologia de digestdo in
vitro que compreendia as etapas gastrica, intestinal e colon, com o objetivo de investigar a
quebra dos compostos fendlicos do mirtilo. Os resultados mostraram uma alta estabilidade do
polifendis e antocianinas totais durante a simulagdo da etapa de digestdo gastrica com cerca
de 93% e 99% de recuperacdo, respectivamente. A digestdo intestinal diminuiu o contéido de
polifendis e antocianina de 49% e 15%, respectivamente, em compara¢do com amostras nao
digeridas. Durante a fermentagdo, que simula a digestdo do célon, a mistura de polifens
complexos foi metabolizada, gerando um numero limitado de compostos fenolicos, tais como
0s é&cidos siringico, cinamico, cafeico, e acidos protocatecuico. Além disso, apenas as
antocianinas acetiladas foram detectadas em pequenas quantidades apos a fermentacao.

Existem algumas variacOes para a determinacdo do percentual de bioacessibilidade
dos compostos, mas a mais usual é dada pela seguinte equacéo:
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Onde [Cacn]f é a concentragédo de antocianinas ao final das fases oral-gastro-hepato-pancreas
e [Cacn]i € a concentracdo do mesmo composto no alimento determinado apds o processo de

extracao quimica.

A crescente preocupacdo da comunidade cientifica em homogeneizar as técnicas de
estudo de digestdo in vitro, tem gerando o surgimento de publicacdes de grandes grupos de
pesquisa. Mais recentemente, Mineckus e colaboradores (2014) desenvolveram um modelo de
digestdo in vitro estatico para analise de alimentos, cuja finalidade foi harmonizar as técnicas
de estudo com o objetivo de ajudar a producdo de dados mais comparaveis no futuro. Este
estudo visou produzir um protocolo detalhado, orientagcdes, recomendacdes e justificativas,
mas também as possiveis limitacdes do modelo proposto. A Tabela 3 apresenta 0s estudos de

BIO(%) =

[C AC‘N] f
[C _-—\CN] i

bioacessibilidade de antocianinas mais recentes

X 100

Tabela 3- Estudos de bioacessibilidade de compostos fenolicos e antocianinas

Biacessibilida Alimento Fases da Composto Bioacessibilidade  Referéncia
dee digestéo (%)
composto
Correa-
Compostos Mirtilo G/l Antocianinas totais 15% Betanzo e
fendlicos colaborador
es, 2014
Compostos Romd G/l Antocianinas totais 12% Sengul,
fenolicos e Surek &
antocianinas Nilufer-
Erdil, 2014
Compostos Uvas G/l Flavondides (incluido 62% Tagliazucch
fendlicos antocianinas) e nao ie
flavonoides colaborador
es, 2010
Antocianinas Vinho G/l Derivados 3-O-glicosideos 0,2-0,9% McDougall
tinto da Mv, Pn, Pt, dp e cy. e

Derivados Coumaroilados

glicosideos da Mv, Pt, Pn e

Dp e glicosideos acetilados
da Pn, Pte Mv

colaborador
es, 2005




Cy-3,5-O-diglicosideo ndo
cilada, monoacilada ou
diacilada com acidos p-

McDougall

Antocianinas  Repolho G/l coumarico, cafeico, 25% e
e polifenois roxo ferulico e sinapico/ Pg-3- colaborador
O-glicosideo e as formas es 2007
de cy-3-O-triglicosideo-5-
O-glicoside diacilada com
acido hidroxicindmico
Gil-
Polifendis e Morango G/l Cy-3-O-glicosideo, Pg-3- Izquierdo ,
antocianinas O-glicosideo e Pg-3-O- Zafrilla &
rutinosideo Tomés-
Barberan,
2002
Antocianinas Amora G/l Cy-3-O-glicosideo/ cy-3- 0.34% / 4.58% Liang et al,
O-rutinosideo 2012
Compostos Morango G/l Acido elagico/ Pg-3-O- 50%/ 80% Kosinska-
fendlicos/ glicosideo/ Pg-3-O Cagnazzo
antocianinas malonilglicosideo ecolab. 2015
Antocianinas  Repolho G/l Antocianinas totais 67,7 % Podsedek e
vermelho (equivalente em Cy-3-glc) colab. 2014
Macas
Antocianinas (Jonaprin: G/l Antocianininas totais 1,14 N&o detectado Bouayed,
Jonagold. e 1,04 mg/100g Hoffmann e
golden ”, (equivalente em Cy-3-glc) Bohn, 2011
Mutzu *
Maca
Compostos  (vermelha O/G/I Procianidinas/ 16.0%/ - Tenore e
fendlicos , pink rutina/floridzina 18,6%1/6,6% colab, 2013
lady, Fuji
e Golden
delicious)

2.8 Caracteristicas das membranas que realizam transporte epitelial

Todas as celulas apresentam suas membranas celulares. Elas se constituem de dupla
camada fosfolipidica com apenas 7,5 a 10 nm de espessura, constituida por lipideos
intercalados com proteinas que se comportam segundo o Modelo do Mosaico Fluido
(SINGER; NICOLSON, 1972). Elas funcionam como barreiras de permeabilidade que
permite a célula manter um meio quimico apropriado para 0s seus processos metabolicos,
regular o volume citoplasmatico e transferir informagdo sob a forma de sinais quimicos e
elétricos. A difusdo direta atraves da bicamada fosfolipidica pela membrana € denominada de
difusdo simples. A lei de Difusdo de Fick foi postulada para qualquer sistema onde haja
difusdo, no entanto, ela pode ser reorganizada para os processos de difusdo através das
membranas.

Segundo a Lei de Difusdo de Fick, a taxa de difusdo é controlada pelas caracteristicas
no nucleo hidrofoébico das membranas, que atuam como barreira, impedindo a passagem livre
de substancias hidrofilicas, além disso, ela é diretamente proporcional a area de superficie da
membrana e inversamente proporcional a sua espessura (SILVERTHORN, 2010). Os mesmos
principios aplicam-se a0 movimento de substancias através das membranas plasmaéticas com
uma diferenca: a substituicdo, na Lei de Fick, do coeficiente de difusdo pelo Coeficiente de
Permeabilidade membranar, uma vez que a espessura da membrana celular pode ser
considerada uma constante:
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AREADA , GRADIENTE DE , PERMEABILIDADE
SUPERFICIE =~ CONCENTRACAO DA MEMBRANA

TAXA DE DIFUSAO ~
ESPESSURA DA MEMBRANA

A maior limitacdo para a permeabilidade das moléculas é a sua lipossolubilidade
frente a membrana. As moléculas lipofilicas sem carga podem atravessar livremente a
membrana pela bicamada fosfolipidica, como acontece com o oxigénio, o dioxido de carbono,
os acidos graxos e hormonios esterdides. Moléculas apolares como o oxigénio, dioxido de
carbono, acidos graxos e hormonios esteroides difundem rapidamente pela porcéo lipidica da
membrana. As moléculas polares de pequenas dimensGes e sem carga, cOmo a uréia e o
glicerol, atravessam a bicamada lipidica rapidamente. Moléculas polares ionizadas difundem
muito lentamente ou n&o atravessam a membrana pela sua parte lipidica. Os fons como o Na“,
o K*, 0 CI" e o Ca™ difundem através da membrana plasmatica muito mais rapidamente do
que seria previsivel pela sua reduzida lipossolubilidade, o que se explica pela presenca de
canais ionicos. Estes canais apresentam seletividade ionica, quer pelo diametro quer pela
carga. Moléculas polares com carga, como os carboidratos e 0s aminoacidos, ndo podem
atravessar a membrana celular por difusdo simples. Fazem-no por intermédio de proteinas
transportadoras. As substancias hidrofilicas necessitam de proteinas especiais para poderem
transpor a membrana. Sdo exemplo a glicose e os ions. O tamanho e a solubilidade em
lipideos s&o as principais propriedades que influenciam o movimento das moléculas pelas
membranas (SILVERTHORN, 2010).

O transporte membranar que ocorre em células epiteliais apresenta algumas
particularidades, jA que a substancias devem atravessar completamente uma camada de
células e ndo somente uma membrana celular. As células dos epitélios sdo unidas através de
juncoes oclusivas, que sao responsaveis por delimitar duas regides bem definidas nas células:
a regido apical ou luminal, aquela voltada para o limem, onde as substancias a serem
transportadas estdo em maior concentracao (Figura 12). Nesta regido situa-se as envaginacoes,
que formam as vilosidades e microvilosidades, permitindo o aumento da area de superficie
para o transporte. Abaixo das juncdes oclusivas e em contato com o liquido extracelular, se
encontra a regido basolateral.
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Figura 12 — Esquema do transporte de glicose através de célula epitelial do intestino delgado
e presenca das juncdes oclusivas (tight junctions), que estabelecem uma barreira a passagem
de macromoléculas entre as células, bem como as mantem unidas entre si.(Fonte: Disponivel
em http://www.sobiologia.com.br/figuras/Histologia/juncoes

2.Jpg. Acesso em:10 de janeiro de 2015.

As células epiteliais sdo ditas polarizadas, pois as regides apical e basolateral
apresentam caracteristicas muito diferentes. Enquanto certas proteinas de transporte, como o
transportador simporte Na'-glicose SGLT estdo localizados apenas na membrana apical,
proteinas de transporte como a Na'-K'- ATPase se encontram apenas na membrana
basolateral. Esta distribuicdo diferenciada de transportadores permite 0 movimento das
moléculas em um Unico sentido através do epitélio (MANDARA; TRIER, 1994).

No que tange ao epitélio intestinal, a permeacdo ou permeabilidade dos compostos
bioativos através das membranas € um processo que envolve um complexo mecanismo,
influenciado por diversos fatores. Pode-se destacar alguns deles, tais como sua caracteristica
de solubilidade, que impacta na dissolugdo, composi¢do e pH dos liquidos fisioldgicos do
trato gastrointestinal (TGI) (suco gastrico, sais biliares, pancreatina), degradacdo quimica ou
bacteriana, metabolismo na parede do epitélio intestinal e diferentes rotas de absorcéo.
Genericamente, define-se absor¢cdo como a transferéncia de substancias do local de
administracdo e entrada na corrente sanguinea. JA& o fenébmeno de transporte através de
membranas celulares, que atuam como barreiras seletivas de substancias do meio celular para
0 meio externo e vice e versa, € o que chamamos de permeabilidade.

Como a permeabilidade é uma etapa critica no processo de absor¢do, uma variedade
de técnicas tem sido desenvolvida e empregada para este estudo. O sucesso do modelo esta
relacionado ao quanto ele é capaz de simular as caracteristicas das barreiras bioldgicas in
vitro. Diversos modelos ja sdo empregados, no entanto nenhum deles ainda é capaz de
incorporar todos os mecanismos envolvidos. (BALIMANE; CHONG, 2005; GONCALVES,
2009).
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Além disso, 0s enterdcitos apresentam em sua membrana apical sistemas enzimaticos
como a glicoproteina P e 0 a CYP3A que séo responsaveis pelo efluxo das substancias para a
fora da célula e por sua metabolizacéo, respectivamente.

2.9 Absorgao de compostos

A absorcdo é o processo pelo qual as substancias atravessam as paredes do tubo
digestivo (lumem) para o meio extracelular (sangue ou linfa), sendo posteriormente
distribuidos até as células, onde sdo utilizados pelo metabolismo celular. O principal local de
absorcédo ocorre no intestino delgado, principalmente na zona do jejuno, exceto para algumas
pequenas moléculas, como o &lcool e a cafeina, cuja absor¢do ocorre logo na boca e
estdmago. No intestino grosso, ao nivel do célon, ocorre também absorcdo de determinadas
substancias, como alguns aminoacidos e vitaminas resultantes da acdo das bactérias da flora
intestinal. No entanto, nesta zona do intestino, 0s nutrientes absorvidos em maior quantidade
sd0 a gua e 0s sais minerais.

2.10 Vias de absorcao

Nos epitélios, as moléculas podem ser transportadas através das junc@es oclusivas (entre
as células), pela via paracelular ou atravessando a membrana luminal, o citoplasma da célula e
a membrana basolateral, pela via transcelular. No entanto, existem quatro mecanismos
principais para atravessa-las: (1) transporte passivo trancelular; (2) tranporte passivo
paracelular; (3) transporte mediado por carreadores de membrana e (4) transporte vesicular
(Figura 13)
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Figura 13- Esquema da célula epitelial humana. As setas indicam as quatro diferentes vias de
transporte de substancias: (1) transporte trancelular; (2) tranporte paracelular; (3) transporte
transcelular mediado por carreadores de membrana e (4) transporte vesicular (Adaptado de
ARTURSSON, PALM; LUTHMAN, 2012).

As moléculas que se movem pela via transcelular devem atravessar duas membranas
celulares. Estas moléculas passam pela primeira membrana em direcdo ao interior da célula e
cruzam a segunda quando deixam a célula para entdo entrarem no segundo compartimento.
Este transporte utiliza uma combinacdo de mecanismos ativo e passivo (Figura 13). O
transporte de glicose ocorre inicialmente com gasto energético (na entrada) e sem gasto na
saida da ceélula. Além disso, devido as caracteristicas estruturais de muitas moléculas, tais
como, suficiente lipossolubilidade e moderado tamanho, a via transcelular, segundo estudos
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tem demonstrado ser a via de opc¢do para a maioria dos compostos completamente absorvidos.
(STENBERG; LUTHMAN; ARTURSSON, 2000).

O transporte paracelular ocorre pela passagem de um soluto através dos espacos
intercelulares, ou das jungdes oclusivas (STORPIRTIS et al., 2009). Karlsson e colaboraores
(1999) demonstraram em células Caco-2 e mucosa de ileo de ratos, que moléculas catidnicas
foram transportadas por esta via em ambos o0s sentidos de absorgdo e secre¢do. Estes dados
foram ainda reforcados pela diminuicao da resisténcia transepitelial da monocamada.

As ceélulas também podem transportar macromoléculas através da sua membrana
plasmatica, através da formacéo de vesiculas. Este processo € chamado de endocitos e permite
a entrada de material para a célula sem atravessar a sua membrana celular que requer energia
metabolica (ativo), uma vez que regides da membrana plasmatica se invaginam e formam
vesiculas intracelulares que encerram um pequeno volume de matriz extracelular. Este
processo pode ocorre de trés formas: Fagocitose: com o englobamento de particulas grandes
formando expansdes citoplasmaticas ou pseudépodos; pinocitose: englobamento de pequenas
vesiculas endociticas, que se fundem com lisossomas primarios, constituindo os lisossomas
secundarios onde o conteudo da vesicula é digerido (STORPIRTIS et al., 2009). Além disso,
temos a endocitose mediada por receptores, que é um tipo particular de endocitose que
envolve regies membranares com a proteina clatrina que permitem a formacao de vesiculas
franjadas ou revestidas. A fagocitose ocorre apenas em células especializadas, como 0s
macréfagos e os granuldcitos envolve a digestdo de particulas de grandes dimensdes (ex.:
virus, bactérias, detritos celulares). A pinocitose é caracteristica de todas as células e permite
a captacao de fluidos e dos seus constituintes (SILVERTHORN, 2010).

2.11 Métodos para estudo de permeabilidade

As primeiras técnicas para avaliar a permeabilidade de compostos foram aplicadas
pelas ciéncias farmacéuticas, no desenvolvimento de novas moléculas que potencialmente se
tornariam medicamentos. Para tal, diversos métodos vém sendo desenvolvidos ao longo das
duas Ultimas décadas, dentre eles: 1) Métodos in vivo que realizam estudos farmacocinéticos
em animais e seres humanos; 2) Métodos in vitro baseados em sistemas artificiais compostos
por lipidios, tal como o PAMPA (PARALLEL ARTIFICIAL MEMBRANE
PERMEABILITY ASSAY); 3) Modelos in vitro baseados em culturas celulares, tais como
segmentos de tecido animal e cultura de célula como a de rim canino (MDCK) e a de
adenocarcinoma colorretal (Caco-2); 4) Métodos in situ, que consite na perfusdo do composto
em um segmento do epitélio intestinal; 5) Métodos in silico, que empregam descritores
moleculares em programas computacionais.

No entanto, os métodos in vitro tém recebido maior destaque, pois sdo mais rapidos,
mais baratos e representam uma ferramenta inicial para o screening e triagem de compostos e
matrizes com elevado potencial de absorcdo, ja& que ndo demandam discussdes sobre 0s
aspectos éticos, assim como os relacionados aos ensaios com humanos.

Os modelos in vitro que visam avaliar a biodisponilidade, sdo apenas capazes de
fornecer informacgdes acerca da permeacdo, metabolismo e absor¢do dos compostos utilizando
culturas celulares Caco-2 e HT29.

Os métodos in vivo sdo aqueles que realizam os estudos farmacocinéticos
(biodisponibilidade) dos compostos em humanos e cobaias.

Ja 0 modelo PAMPA (PARALLEL ARTIFICIAL MEMBRANE PERMEABILITY
ASSAY) € um modelo in vitro, que foi primeiro introduzido por Kansy e colaboradores
(1998), e que desde entdo tém sido amplamente utilizado como modelo como ferramenta de
permeabilidade com elevada aplicabilidade para a triagem de compostos absorvidos via oral.
Este modelo consiste em uma membrana (filtro) hidréfobica revestida com uma mistura de

30



lecitina/fosfolipidos dissolvida em um solvente organico inerte tal como dodecano, capaz de
criar uma membrana lipidica artificial que imita o epitélio intestinal (BALTIMANE; HAN;
CHONG, 2006). PAMPA é uma maneira rapida e simples para medir a permeabilidade
passiva de compostos na auséncia de transportadores ou sistemas de efluxo (CHEN et al.,
2008). A taxa de permeacdo atraves da barreira da membrana mostrou correlacionar-se bem
com o grau de absorcéo do farmaco em seres humanos. Uma das limitagdes deste modelo é
que PAMPA subestima a absor¢cdo de compostos que sdo ativamente absorvidos através de
transportadores de farmacos. Apesar da limitacdo, PAMPA pode servir como uma ferramenta
de triagem de permeabilidade primaria durante o processo de descoberta de compostos
bioativas. As células Caco-2 fornecem informacgdes sobre a soma das permeabilidades dos
transportes passivos e ativos que ndo podem ser dissociados facilmente sem as informacdes
obtidas a partir do teste PAMPA do mesmo composto. Portanto, PAMPA e Caco-2 testes
pode ser exames complementares para determinar tanto as permeabilidades passiva e ativa.
PAMPA também tem sido usado para prever as permeabilidades passiva atraves da barreira
hemato-enceféalica (DI et al., 2003).

Composto teste em tampéo

|
— >  Compartimento doador
|

Membrana Hidrofébica

Compartimento receptor

Figura 14- Ensaio PAMPA permite medir a difusdo passiva de um composto através de uma
membrana hidrofdbica artificial

Existem também diversos modelos in vitro baseados tanto em culturas celulares, como
em segmentos de tecido animal. Cada método in vitro tem as suas vantagens e inconvenientes.
De acordo com o objetivo especifico, um ou mais métodos podem ser utilizados como uma
ferramenta para o estudo de compostos. Uma aplicagdo bem-sucedida depende de quéo
melhor é capaz de simular as caracteristicas do epitélio intestinal in vivo, no entanto ainda ndo
h& um dnico sistema capaz de agrupar todas as caracteristicas. No que tange aos modelos de
cultura celular, existem diversas vantagens em introduzi-las como modelo experimental,
dentre elas: o controle do ambiente, a homogeneidade da amostra, quando comparada ao uso
de animais em experimentos, e a economia. Com a implantagdo das ComissGes de ética de
Uso de Animais em Pesquisa (CEUA), a cultura de célula é o principal modelo alternativo
para a substituicdo ao uso dos animais em experimentos de pesquisa. Os modelos em cultura
celular podem ser facilmente cultivados em laboratorios e visam minetizar o epitélio intestinal
dos seres humanos. Ao contrario dos enterocitos, as células derivadas de carcinomas humanos
sdo imortalizadas, crescem rapidamente e indefinidamente, atingindo a confluéncia mais
rapidamente quando comparadas as células primarias. As diversas linhagens de células, apds
um determinado periodo de crescimento, em condi¢es especificas, se diferenciam
morfologicamente e funcionalmente em enterdcitos (Tabela 4).
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Tabela 4- Modelos de cultura celular mais utilizado para estimar o transporte de substancias
(Adaptado de BALIMANE, CHONG; MORRISON, 2000)

Linhagem celular Espécie/Tecido de origem Tipo celular
Caco-2 Humano/Cdlon Epitelial
HT-29 Humano/Cdlon Epitelial

T-84 Humano/Cdlon Epitelial
MDCK Céo/Rim Epitelial
LLC-PK1 Porco/Rim Epitelial
MKN-28 Humano/gastrico Epitelial

Os modelos baseados em segmentos de tecidos animais também tém sido usados desde
a década de 1950 para estudar o mecanismo de absorcdo de nutrientes a partir do intestino.
Em 1961, Quastel, publicou as primeiras evidéncias sobre a captacdo de glicose contra um
gradiente de concentracdo, impulsionaram estudos sobre os mecanismos envolvendo tecidos
extraidos de partir do intestino de animais (BALIMANE, CHONG; MORRISON, 2000).

A obtencdo de tecidos humanos viaveis para estudos de permeabilidade em uma base
regular € muito raro. Por isto, o epitélio intestinal de diversas espécies de aninais ja foi
testado, no entanto, o porco tem sido o animal mais utilizado, devido a suas similaridades
anatdmicas e bioldgicas ao intestino humano (SOUZA; FREITAS; STORPIRTIS, 2007). A
viabilidade dos tecidos extraidos é bastante critica, pois 0s mesmos sdo desprovidos de
fornecimento de sangue direto e precisa de oxigenacao constante.

Baltimane e colaboradores (2000) descreveram a utilizacdo de segmentos de intestino
invertido para avaliacdo da absorcdo. Segundo eles, esta técnica foi descrita inicialmente na
década de 50 para estudar o transporte de agucares e aminoacidos da por¢cdo mucosa para a
parte serosa do intestino. Este modelo € ideal para o estudo de mecanismos de transporte de
farmacos, assim como, absorcdo passiva, transporte ativo, além da cinética de transporte na
presenca e auséncia de glicoproteinas-P. Os segmentos intestinais invertidos sdo geralmente
extraidos do intestino delgado de ratos e necessitam de cuidados durante a sua inversdo,
visando evitar danos morfoldgicos. Devido a auséncia de sangue e nervos, estes tecidos
apresentam reduzida viabilidade. Esta técnica, comparativamente aos modelos com células
Caco-2, mostrou-se mais adequada aos estudos de transporte paracelular de farmacos
(SOUZA; FREITAS; STORPIRTIS, 2007).

O uso de segmentos intestinais também é um método capaz de avaliar a absorcdo
utilizando segmentos intestinais. Esta técnica consiste na determinacao do fluxo do composto
através de segmento intestinal animal de tamanho apropriado, isolado e contido em
equipamento adequado. Lambert e colaboradores (1997) realizam experimento com 75 com
de intestino delgado proximal e confirmaram a utilizacdo desta técnica como adequada ao
estudo da absorcdo de compostos. Essa técnica é ideal para estudar a diferenga na absorcao de
farmacos em varias regides intestinais. Pode-se avaliar a permeabilidade utilizando tecido
intestinal humano, ou tecido animal de diferentes especies, efetuando as correcdes pertinentes.
Como outros métodos que empregam tecidos, eles apresentam como desvantagens a falta de
sangue e nervos, a restrita viabilidade dos tecidos, além da dificuldade de preparacdo que
pode ocasionar danos morfolégicos (BALIMANE et al., 2000).

As células imortalizadas como as células Caco-2 sdo um bom modelo para a
observacao de transporte transcelular passivo e paracelular (BALIMANE; CHONG, 2005), no
entanto existem algumas diferencas entre elas e as células epiteliais normais, por exemplo, na
producdo de citocinas e expressdo de receptores de citocina (ALDHOUS et al., 2001) (Figura
15). Alem disso, a células Caco-2 subexpressam transportadores e enzimas do metabolismo
em relacdo ao tecido in vivo, excluindo potencialmente alguns mecanismos cruciais para a
absorcdo de algumas substancias. Assim, devido as limitagdes das linhas celulares
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imortalizadas intestinais, muitos estudos tém se concentrado no uso de céulals humanas
epiteliais intestinais priméarias (hInEpCs) como um modelo baseado em células mais
fisiologicamente relevante (ALDHOUS et al., 2001; LAHAR et al., 2011). No entanto, as
acOes de manutencdo dos estoques dessas células sdo bastante dificeis devido a caréncia de
doadores e a limitacdo da baixa viabilidade em cultura. Recentemente, estas células primarias
hInEpCs se tornaram disponiveis comercialmente, 0 que aumenta a conveniéncia de obtencdo
de reservas de células primarias. Os relatos sugerem que estas células hInEpCs primarias tém
a capacidade de formar monocamadas com juncdes oclusivas e expressam marcadores
epiteliais gerais, como citoqueratinas 8 e 18 (BOSCH et al., 1988). No entanto, pouca
caracterizagdo tem sido feita em relacdo a expressdo de marcadores especificos de cada tipo
de célula ou da funcdo de transporte intestinal. Além disso, outros esforcos em possibilitar o
aumento do tempo de vida das culturas primarias e melhorar as condicGes fisioldgicas
levaram ao desenvolvimento de modelos tridimensionais (3D) do epitélio intestinal, atraves
da utilizagdo de células-tronco intestinais primarias ou diferenciacdo dirigida de células-
tronco pluripotentes. As células-tronco tém a capacidade de autorrenovacdo e diferenciarem
em diversas linhagens de células que compdem o tecido especifico desejado, tais como as
células estaminais intestinais, que sdo responsaveis pela a auto- renovacdo do epitélio
intestinal, e tém sido utilizadas no desenvolvimento de modelos 3D intestinais (SATO et al.,
2009).
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Figura 15- Estudos de transporte bidirectional utilizando células Caco-2 em placas transwell®
(Disponivel em: http://www.xenoblis.com/services/absorption/caco-2-permeability/)

2.12 Locais de absorc¢do das antocianinas

Ha alguns relatos na literatura sobre o assunto, no entanto ndo existe ainda uma
definicdo clara nos possiveis locais de absor¢do das antocianinas, somente hipoteses. Para
90% dos compostos o local preferencial de absorgdo é no epiteilio intestinal. Diferente dos
demais compostos as antocianinas tem caracteristicas estruturais especificas que permitem
gue as mesmas possam ser encontradas em diferentes locais do organismo em diferentes
formas estruturas (KALT et al., 2008). Por esta razdo, ha relatos de sua presenca e absorcéo e
metabolismo nos epitélios da cavidade oral, do estbmago e do intestino delgado. E ainda ha
trabalhos que sugerem a ocorréncia de elevado processo de metabolizacdo das mesmas pelas
bactérias do célon intestinal, e posterior absor¢éo dos seus metabolitos e redistribuic&o.
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Um estudo realizado em porcos alimentados com rag¢6es suplementadas com mirtilo
por 4 semanas, verificou que apesar das antocianinas néo terem sido detectadas no plasma ou
urina dos animais em jejum, foram detectadas antocianinas intactas no figado, olhos, cortex e
cerebelo. Estes resultados sugeriram que as antocianinas podem acumular-se em tecidos,
incluindo tecidos superiores e barreira hematoencefalica. (KALT et al., 2008), comprovando
que o pH do meio pode determinar sua permanéncia ou ndo nos compartimentos fisiologicos.

Em um estudo realizado por Mallery e colaboradores (2011) avaliou-se a presenca de
antocianinas e seus metabolicos na cavidade oral de 10 voluntérios entre 19 e 61 anos, 0s
quais foram submetidos a lavagens bucais com extrato de framboesa preta. Os resultados
mostraram que foram detetados na saliva, 0 metabolito microbiano da Cy-3-O-glc, o acido
protocateico, e conjugados glicuronilados de antocianinas, sendo os resultados consistentes
com a absorcéo celular e metabolismo de fase 11 ao nivel da cavidade oral. No entanto, nesse
estudo, os niveis sistémicos destes compostos ndo foram determinados, ndo sendo possivel a
previsdo do potencial direto de biodisponibilidade. Ademais, sabe-se que o alimento
permanecer por um periodo de tempo reduzido nesta cavidade, diminuindo a probabilidade de
ocorréncia de absorcgéo.

O estbmago tem sido relatado como um possivel local de absor¢cdo das antocianinas
(PASSAMONTI et al., 2003). Talavera e colaboradores (2003) estudaram a absor¢do gastrica
de trés formas glicosiladas da cianidina (glicose, galactose e rutinose) e da malvidina-3-O-
glicosideo, através da administracdo direta destes compostos no estbmago de ratos, utilizando
um modelo gastrico in situ. Os autores demonstraram que uma proporc¢do superior a 20% das
antocianinas monoglicosiladas foi absorvida rapidamente ndo importando a aglicona. Este
estudo também demonstrou haver uma relacdo direta entre o tamanho do acgucar e sua
absorcdo, ja que a absor¢do da cianidina 3-O-rutinosideo foi trés vezes inferior a das demais
formas. Além disso, Passamonti e colaboradores (2002) verificaram uma possivel relacdo
entre o transportador bilitranslocase, que é um transportador membranar de anion expresso no
dominio sinusoidal do plasma de membrana do figado e nas células epiteliais da mucosa
gastrica. Os seus substratos encontrados foram: a sulfobromoftaleina, a bilirrubina, e o acido
nicotinico. Ademais, este estudo identificou uma nova classe de substratos para a
bilitranslocase, ou seja, as antocianinas. Dezessete dos 20 compostos testados se comportaram
como inibidores competitivos da atividade de transporte bilitranslocase (KI ¥41: 4-22IM). Sua
relacdo estrutura-atividade revelou que as antocianinas mono e di-glicosiladas sdo melhores
ligantes do que as agliconas correspondentes. Além disso, a primeira interacdo das
antocianinas com o transportador ocorre através de unidades hidrofilicas, pela a fracdo 3-
glicosideo do anel B para as monoglicosiladas, e através da posi¢do 5 do anel A para os
diglicosideos, e quer através do anel A e B para as agliconas. Estes achados sugeriram que o
transportador bilitranslocase podem desempenhar um papel na biodisponibilidade de
antocianinas.

Como relatos anteriores indicavam a presenca destes transportadores no epitéilio
gastrico humano, Passamonti e colaboradores (2003), com o objetivo de verificar
experimentalmente esta relagdo, realizaram experimentos com ratos wister que buscava
verificar se as antocianinas seriam capazes de atravessar a mucosa gastrica. Esta hipétese foi
confirmada, permitindo a deteccdo e quantificacdo de antocianinas tanto na circulagao
sistémica quanto na veia porta. Estes dados foram na mesma ordem de grandeza que as
relatadas em estudos com seres humanos que receberam quantidades comparaveis por kg de
peso corpdéreo, mas confirmam que a biodisponibilidade em antocianina em mamiferos é
limitada.

Em outro estudo, He e colaboradores (2009) relataram que experimentos realizados
com ratos indicaram a presenca de antocianinas no tecido do estbmago apods a ingestdo de
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framboesa, indicando que o estdmago seria o primeiro local de absorcao, seguido do intestino
delgado.

Faria e colaboradores (2009) investigaram a absorcdo de antocianinas em células
Caco-2 e a relacdo da expressdo dos transportadores de glicose 2 e 5 e transportador de
glicose dependente de sodio (SGLT), por RTg-PCR. Verificaram que os transportadores de
glicose GLUT2 revelaram um aumento (60%) de sua expressdo em células Caco-2 pré-
tratadas com as antocianinas em comparagdo com o0s controles.

Fernandes e colaboradores (2012) propuseram um modelo in vitro de células
diferenciadas de adenocarcinoma do estdmago (MKN-28), como barreira gastrica para o
estudo do transporte de ACNSs. Neste estudo, apds 7 dias de cultivo em placas Transwell, as
células foram avaliadas quanto a integridade da monocamada, através da medida da
Resisténcia transepitelial e atraves de ensio de imunofluorescéncia para atestar a presenca das
ocludinas nas células, as quais estdo associadas a manutencdo da membrana. Os resultados
demonstraram que as antocianinas foram capazes de atravessar as membranas apical e
basolateral das células MKN-28 de forma tempo- dependente e provavelmente por
mecanismo de transporte saturavel. As células MKN -28 ja havia sido proposta como modelo
de barreira para estudar as drogas anti- inflamatorias ndo esteroidais e disfuncdo da barreira
epitelial gastrica (OSHIMA; MIWA; JOHN, 2008).

Matuschek e colaboradores (2006) invetigaram a absorcdo de antocianinas
utilizando segmentos intestinais de duodeno, jejuno, ileo e colon de ratos e verificaram que a
maior absorcdo de ACNs ocorreu em camaras com tecido de jejuno (taxa maxima de absorcao
de 55.3 +7.6 %). A menor absor¢do ocorreu com tecido duodenal (10.4+7.6 %) e sem
absorcdo quando foram utilizados tecidos do ileo ou colon. Este estudo demonstrou pela
primeira vez que a absorcdo de ACN em ratos ocorre predominantemente no jejuno. Tsuda e
colaboradores (1999) verificaram que quando os ratos foram tratados com dose oral de
cianidina-3-O-glicosideo, a forma glicosilada foi detectada rapidamente no plasma, enquanto
a forma aglicona foi encontrada no jejuno, o que sugeriu ser o intestino delgado também um
local de absorc¢do. Outro estudo realizado por Miyazawa e colaboradores (1999) verificaram o
aumento dos niveis plasmaticos de cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3,5-O-diglicosideo
apos a ingestdo de frutas vermelhas, em ratos e humanos, apés 15 e 30 minutos
respectivamente. Ademais, Tavalera e colaboradores (2004) realizaram estudo e
demonstraram que os glicosideos das antocianinas sao rapido e eficientemente absorvidos a
partir do intestino delgado. Além disso, que as antocianinas sdo rapidamente metabolizadas e
excretadas para a bilis e urina como glicésideos intactos, bem como as formas e derivados
metilados glucuronidados.

Assim, ha grandes evidéncias de que as antocianinas ap0s sua ingestdo possam
sofrer algum tipo inicial de metabolizacdo na mucuso oral (MALLERY et al., 2011), no
entanto, como o tempo de permanéncia do alimento (antocianinas) é bastante reduzido, pouco
impacto tera na sua biodisponibilidade.

2.13 Fatores que afetam a absorc¢éo

A biodisponibilidade e absor¢do das antocininas dependem tanto das caracteristicas
da matriz de alimentos, das condicdes fisiologicas encontradas nos varios compartimentos do
trato GI (incluindo as concentracfes de enzima e pH), das propriedades fisico-quimicas dos
préprios compostos: equilibrio hidrofilicidade/lipofilicidade, fundamental para promover sua
solubilizacdo na fase aquosa e transposicdo das membranas dos epitélios de absorcdo, bem
como o grau de glicosilagéo e acetilacdo.
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As caracteristicas da matriz sdo de fundamental importancia, mas quase sempre
negligenciadas. Os principais componentes dos alimentos sdo proteinas, carboidratos, fibras e
gordura, e suas interagdes com as antocianinas devem ser consideradas nos estudos de
bioacessibilidade, ja que podem ocorrer reagdes quimicas (tais como oxidacdo/reducdo ou
complexacdo), reacdes bioquimicas (interacdo enzima/substrato), ou restricGes fisicas
(difus&o).

Os compostos fenolicos podem apresentar forte afinidade com proteinas salivares
humana, tais como a prolina e histidina, formando interagcfes ndo covalentes e covalentes,
dependendo do tamanho do composto fendlico (DE FREITAS; MATEUS, 2001). Os
compostos fendlicos (tais como taninos) de peso molecular elevado podem também interagir
fortemente com fibras e proteinas, mas a sua afinidade esta relacionada com o seu tamanho e
a sua solubilidade em &gua. Os taninos tém a capacidade de inibir enzimas ligadas ao
metabolismo de carboidratos (a-amilase, a-glucosidades), de lipidos (lipase pancreatica e
gastrica) e de proteinas (tripsina e proteases diversas), podendo também complexar as
proteinas da dieta que deixam de estar acessiveis as proteases (McDougall et al., 2005b). No
tocante as antocianinas, diversos componentes da dieta ou da matriz alimentar também pode
desempenham um papel na absor¢do de antocianinas.

O Alcoolfoi proposto como fator que impacta na absorcdo de flavonoides.
Inicialmente, em estudo proposto com voluntarios, os mesmos receberam vinho tinto e vinho
tinto desalcoolizado com uma dose semelhante e os resultados indicaram n&o haver diferenca
na absorcdo aparente (BUB et al., 2001). No entanto, outro estudo realizado utilizando uma
dose oral Unica de antocianinas foi administrada a partir do vinho tinto e outra do suco de uva
para seres humanos e verificou-se que a excrecdo urinaria total de antocianina foi
significativamente mais elevada com a ingestdo do suco comparada a ingestdo de vinho tinto
(0,23 vs. 0,18%) (FRANK et al., 2003).

Faria e colaboradores (2009) também observaram que a exposi¢do crénica do

epitélio intestinal a antocianinas favorece a sua absorg&o.
Podswdek e colaboradores (2014) estudaram a estabilidade das antocianinas durante a
digestdo gastrintestinal e verificaram que a estrutura e a matriz (repolho vermelho interno x
extrato rico em antocianina) nas quais as antocianinas se encontram, determinaram a sua
maior recuperacdo. Ademais, verificaram que as condi¢Bes gastricas provocaram uma
liberacdo significativa das antocianinas da matriz alimenticia. Em frutas e legumes, as
antocianinas podem estar ligadas a hidratos de carbono, proteinas e paredes celulares ou
outros compostos fendlicos por ligacfes covalentes, de hidrogénio ou interagdes hidrofobicas
e hidrofilicas, resultando num aumento da estabilidade das antocianinas durante a digestao.

O conceito de pH-particdo ¢ muito relevante para o estudo de bioacessibilidade e
absorcéo oral, pois basea-se no transporte das formas ndo ionizadas atraves das membranas
das células epiteliais do TGI. A dissociacdo de um composto depende necessariamente dos
seus valores de pKa e do pH do meio, visto estar diretamente relacionado a solubilidade do
composto e portanto, com a sua dissolucdo no meio fisioldgico (Tabela 5). Se 0 composto
estiver em um pH acima do pKa para acidos fracos e abaixo do pKa para bases fracas, sua
solubilidade aumentard em um fator de 10 para cada unidade de pH (STORPIRTIS et al.,
2009). Desta forma, no que diz respeito as antocianinas, o conhecimento dos seus valores de
pKa e do pH do meio determinam a forma estrutural, portanto como ela se apresentara. Este
fato permitird sua maior facilidade para entrar em solugéo e alcancar seu sitio de absorcéo.
Pina e colaboradores relataram que as antocianinas monoglicosiladas e diglicosiladas
apresentam valores de pKa de hidratagdo de aproximadamente 3 e 2, respectivamente. No
entanto, no seu local de absorcao, a forma estrutural deve ser preferencialmente ndo ionizada,
em se tratando de transporte passivo pela membrana plasmatica. No entanto, ja ha relatos de
gue as antocianinas poderiam ser absoridas através de transportadores de glicose
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(GLUT2)(FARIA et al., 2009) e possivelmente o cotransportador de Na'/glicose
(SGLT1)(HOLLMAN et al., 1999), o que indicaria a possibilidade das mesmas serem
abosrividas na sua forma ionizada (cation flavilio).

Tabela 5 — Valores de pKa de hidratacdo de algumas antocianinas

Antocianinas pKa Referéncia
Cianidina 3-glicosideo 3.17 Pina e colaboradores, 2012
Cianidina 3,5 2.08 Pina e colaboradores, 2012
diglicosideo
Perlagoidina 3-glicosideo 2.98 Pina e colaboradores, 2012
Malvidina 3-glicosideo 3.70 Pina e colaboradores, 2012

O maior desafio para a absor¢cdo das antocianinas no intestino delgado é o seu pH
alcalino, pois nestas condi¢cdes ocorre a transformacao do ion flavilium a forma chalcona e
pseudobase carbinol. Em valores de pH maior que 7, as antocianinas sdo degradadas em
funcdo da sua estrutura (CASTANEDA-OVANDO; PACHECO-HERNANDEZ; PAEZ-
HERNANDEZ, 2009). Woodward e colaboradores (2009) relataram que a degradacdo de
cianidina 3 - glicosideo durante a incubacdo em tampdo fisioldgico (pH 7,4) ao longo de 24 h
foi associada com a formacdo de protocatequina e aldeido floroglucinol, que respondeu por
12% e 3 % da concentracdo inicial, respectivamente. Por outro lado, Bermudez -Soto e
colaboradores (2007) sugeriram que as interacbes com as enzimas digestivas ndo foram
responsaveis por antocianinas perdas durante a digestdo in vitro, ressaltando ainda mais a
importancia no pH do meio como fator determinante na degradagéo das antocianinas.

2.14 Absorcéao e biodisponibilidade das antocianinas

Na farmacologia a biodisponibilidade é definida como a proporcdo que
determinada substancia chega a circulacdo sanguinea, a fim de atingir o local de acdo, na
quantidade e velocidades adequadas de modo a assegurar sua eficacia (STORPIRTIS; 2009).
Alguns autores afirmam que a definicdo farmacoldgica de biodisponibilidade ndo pode ser
aplicada as antocianinas, porque a bioutilizacdo e absorcao dos nutrientes ocorrem em funcgéo
do estado nutricional e do estado fisiolégico do individuo. Por conseguinte, entende-se a
biodisponibilidade como a proporcdo da substancia administrada capaz de ser absorvida e
ficar disponivel para utilizacdo ou armazenamento.

Como o organismo humano ndo apresenta mecanismos especificos para o acumulo ou
retencdo dos compostos fendlicos, ao contrario do que acontece com algumas vitaminas e
minerais, eles sd0 reconhecidos e tratados da mesma forma que os xenobi6ticos®, sendo
metabolizados para serem rapidamente excretados. Além disso, existirem uma série de fatores
capazes de influenciar nos resultados da determinacéo da biodisponibilidade de um composto.
Estes fatores incluem a natureza do composto, as ligacdes moleculares existentes, a matriz do
alimento, a quantidade ingerida, efeitos da absorcdo e bioconversdo, estado nutricional,
fatores genéticos, fatores relacionados a caracteristica de cada individuo e interacbes com
outras substancias (GIORI, 2010).

* NOTA: Xenobidticos (do grego, xenos = estranho) sd0 compostos quimicos estranhos a
um organismo ou sistema biolégico. Podem ser encontrados num organismo, mas nao sao
normalmente produzidos ou esperados existir nesse organismo. O termo é tambem aplicado a
substancias presentes em concentragdes muito mais elevadas que 0s niveis normais.
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Os compostos fenolicos ndo podem ser absorvidos na sua forma nativa (aglicona +
acucar) e necessitam ser hidrolisados pelas enzimas intestinais ou pela microbiota do célon
antes da absorcdo. As antocianinas representam uma excecao, porque podem ser absorvidas
intactas como glicosideos e detectadas na circulacdo (NURMI et al., 2009). A explicagdo para
isso pode estar na instabilidade da forma de aglicona ou em alguns mecanismos especificos de
absorcdo ou metabolismo de antocianinas, como muitos estudos tem sugerido
(PASSAMONTI et al., 2002).

Pesquisas recentes mostraram que antocianinas com diferentes agliconas e tipos de
acucares podem apresentar respostas muito diferentes em termos de sua biodisponibilidade e
potenciais efeitos na saude. As ACNs aciladas pode comportar-se de forma bastante diferente
de ACNs ndo aciladas em termos da sua estabilidade e biodisponibilidade (FERNANDES et
al., 2012).

Entre os compostos fendlicos, Manach e colaboradores (2005) afirmaram, apds a
revisdo de 97 estudos de biodisponibilidade destes compostos, que o acido galico e as
isoflavonas foram os melhores absorvidos, seguidos pelas catequinas, flavanonas e
glicosideos de quercetina, mas com diferentes cinéticas. Os compostos menos absorvidos
foram as proantocianidinas, as catequinas e as antocianinas. Desta forma, entre os compostos
fendlicos, as antocianinas sdo compostos que apresentam baixa biodisponibilidade, embora
estejam bastante abundantes na nossa dieta. A maioria dos estudos relataram valores baixos
em relacdo a excrecdo urinaria, variando entre 0,004% a 0,1% do consumo inicial (WU et al.,
2006). Assim, verifica-se que a biodisponibilidade ¢ muito diferente entre os compostos
fendlicos, de modo que os mais abundantes em nossa dieta ndo sdo necessariamente 0s que
conduzem a maiores concentracfes de metabdlitos ativos nos tecidos alvo.

Embora a biodisponibilidade das antocianinas pareca baixa, ela pode estar sendo
subestimada por 2 motivos principais, ou seja, 0s importantes metabolicos podem etar sendo
gnorados ou os métodos utilizados podem ndo ser precisos para a analise dos metabolitos das
antocianinas. Sabe-se que diferentes formas quimicas das antocianinas estdo presentes em
equilibrio, dependendo do pH. A maioria das metodologias de analises sdo realizadas,
utilizando deteccdo de luz ultravioleta-visivel, com base na conversdo completa de todas as
formas quimicas de antocianinas em um cation flavilium colorido apds a acidificacdo. No
entanto, € possivel que algumas formas existentes em neutro pH néo tenham sido convertidas
a forma catidnica, devido a formacdo de outras ligacdes ou reacdes quimicas com outros
componentes do plasma ou urina. (MANACH et al., 2005).

Os processos de absorcdo estdo relacionados a permeacdo de compostos através de
membranas biologicas sob influéncia das caracteristicas fisico-quimicas de ambos. O
transporte de substancias para o interior da membrana intestinal é complexo e dindmico. Em
termos estruturais, as antocianinas ndao apresentam caracteristicas favoraveis a sua passagem
pelas membranas dos enterdcitos, ou de qualquer outra membrana plasmatica, a fim de serem
absorvidas. Tanto a presenga do ion flavilium como a de seus substituintes como 0s agucares,
conferem a estes compostos alta polaridade, caracteristica que dificultada seu transporte
passivo transcelular, o mais comum dos mecanismos de transporte. No entanto, cabe ressaltar
que na fracdo aglicona, o cation flavilium so se apresenta nesta forma, quando a antocianidina
se encontra em pH acido (< 2) e portanto protonada, caracteristica fisiolégica compativel com
0 ambiente acido do estdbmago. Teoricamente, em pH neutro para basico, a molécula estaria
hidratada e ndo ionizada, facilitando sua passagem pelas membranas, ambiente favorecido
pelo pH intestinal (em torno de 6.5-7.0), no entanto ndo é o que se observa estruturalmente,
pois neste pH ocorre a formacéo da base carbitol e chalcona (incolor) (Figura 16) (LOPES, et
al., 2007).
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Figura 16. Efeito do pH no equilibrio quimico de antocianinas monoglicosiladas, nédo
aciladas (Adaptado de FERNANDES et al., 2012)

Além disso, estudos de biodisponibilidade mostraram que as antocianinas sdo
detectadas no plasma cerca de 0,5-3 horas apds a ingestdo (BITSCH et al., 2004;
VITAGLIONE et al., 2007; MILBURY et al., 2010), o que sugere ser o epitélio gastrico o
primeiro local de absorcdo das mesmas ou que as formas que apresentam atividade biologica,
ndo sdo aquelas obsevadas na forma protonada, portanto ndo estdo sendo identificadas
corretamente e quantificadas.

2.15 Metabolismo das antocianinas

As reacOes de biotransformacdo frequentemente tém a funcdo de aumentar a
hidrofilicidade dos compostos para tornéd-los mais passiveis de excregdo renal. As reacdes de
biotransformacéo sdo classicamente divididas em dois tipos: as reacOes de oxidacao/reducédo
(fase 1) e de conjugacao/hidrolise (fase Il). Tipicamente, as reagdes de oxidacdo transformam
0 composto em metabdlitos mais hidrofilicos pela adicdo ou exposicdo de grupos funcionais
polares, como grupos hidroxila (-OH), tiol (-SH) ou amina (-NH,). As reagdes de conjugacéo
(fase I) modificam os compostos através da ligacdo de grupos hidrofilicos, como o &cido
glicurbnico, criando conjugados mais polares. E importante assinalar que essas reacdes de
conjugacdo ocorrem independentemente das reagcdes de oxidacdo/reducdo e que as enzimas
envolvidas nas reacOes de oxidacdo/reducdo e de conjugacdo/hidrolise frequentemente
competem pelos substratos. As reag0es de oxidagdo envolvem enzimas associadas a
membranas, que sdo expressas no reticulo endoplasmatico (RE) dos hepatécitos e, em menor
grau, das células de outros tecidos. As enzimas que catalisam essas reacfes de fase | sdo
tipicamente oxidases; essas enzimas sdo, em sua maioria, hemoproteinas monooxigenases da
classe do citocromo P450. As enzimas P450 (algumas vezes abreviadas por CYP) sdo também
conhecidas como oxidases de fungdo mista microssomicas. Essas enzimas estdo envolvidas no
metabolismo de cerca de 75% de todos os farmacos atualmente utilizados. As reagdes de
conjugacdo e de hidrélise proporcionam um segundo conjunto de mecanismos destinados a
modificar os compostos para sua excrecdo. Os substratos dessas reagcfes incluem tanto
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metabolitos de reacdes de oxidacdo (por exemplo, epoxidos) quanto compostos que ja contém
grupos quimicos apropriados para conjugacdo, como hidroxila (-OH), amina (-NH2) ou
carboxila (-COOH). Esses substratos sdo acoplados a metabdlitos enddgenos (por exemplo,
acido glicuronico e seus derivados, acido sulfurico, acido acético, aminoacidos e o tripeptidio
glutationa) por enzimas de transferéncia. As enzimas de conjugacao e de hidrolise localizam-
se tanto no citosol quanto no reticulo endoplasmético dos hepatécitos (e de outros tecidos).
Na maioria dos casos, 0 processo de conjugacdo torna o farmaco mais polar. Praticamente
todos os produtos conjugados sdo farmacologicamente inativos, com algumas excecdes
importantes. (KATZUNG et al., 2009).

O conhecimento acumulado nos ultimos anos tem indicado que os principais
metabolitos das antocianinas que sdo recuperados na urina sdo os glucorinados e/ou
conjugados metilados (TIAN et al., 2006). Além destes, os sulfatos conjugados, outra forma
comum de metabolitos encontrados a partir de outros flavondides, foram apenas relatados
como metabolitos de antocianinas em outro estudo e em baixas concentracdes (FELGINES et
al., 2003). As enzimas de biotrasnformacdo envolvidas incluem a UDP-glicuronil transferase
(UDPGT), UDP—glicuronil desidrogenase e catecol-O-metiltransferase (COMT). Estas
enzimas encontram-se no intestino delgado, figado ou rim. Dependendo da estrutura quimica,
as antocianinas podem existir como principalmente formas nativas ou seus metabolitos no
sangue e na urina, enquanto que a maioria dos outros flavonoides é geralmente recuperado na
forma de metabolitos. Os metabolitos glucuronidados foram descritos pela primeira vez por
Wu e colaboradores, 2002, em estudo da absor¢do e metabolismo de antocianinas em
sabugueiro em mulheres idosas. Foram detectados dos metabolitos Peonodina
monoglicuronideo e cianidina 3- monoglicuronideo e a partir dai as rea¢cdes de glicuronidacéo
tém sido descritas como o principal mecanismo de metabolismo das antocianinas. Possiveis
vias foram propostas para explicar a formacdo de monoglicuronideos da cianidina (Figura 17).
A primeira possibilidade é que o glicuronideo é formado diretamente a partir da Cianidina-3-
glicosideo pela acdo da UDP-glicosil desidrogenase e a segunda requer a hidrélise da
cianonidina 3-glicosideos a cianidina. No entanto, as evidéncias mostram que a segunda
possibilidade é a mais provavelmente, se ndo a Unica via (WU et al., 2006).
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Figura 17- Vias metabdlicas propostas para as antocianinas (Adapatado de PRIOR & WU,
2006)

2.16 Cultura celular Caco-2

Na década de 70, foi criada uma colecdo de células tumorais intestinais, com objetivo
de estudar os mecanismos e terapias citostaticas deste tipo de cancer (Fogh et al., 1977). No
entanto, somente dez anos depois que a linhagem de células Caco-2 passou a ser utilizada
para outras aplicacdes. Observou-se que este tipo celular apresentava uma diferenciacao
espontanea apos longo periodo em cultura. Elas eram originalmente do epitélio colorretal de
adenocarcinoma humana, entretanto, quando cultivadas sob condi¢BGes especificas, se
diferenciavam e adquiriam caracteristicas morfoldgicas e bioguimicas, de modo que o seu
fendtipo, morfologicamente e funcionalmente, se assemelhava aos enterdcitos que revestem o
intestino delgado (HIDALGO; RAUB; BORCHARDT, 1989). As células Caco-2 crescem em
monocamada, apresentando uma morfologia cilindrica polarizada, com microvilosidades do
lado apical, expressam as tight junctions (juncdes oclusivas) entre as células adjacentes,
expressam a atividade enzimatica das hidrolases intestinais (sucralose-isomaltase, lactase,
aminopeptidase N, dipeptidilpeptidase 1V) (SAMBUY et al., 2005), peptidases, esterases, a P-
glicoproteina, os transportadores de captagdo para os aminoacidos, os acidos biliares de
acidos carboxilicos, e glicose (SGL1, GLUT2 e GLUT%). Estas células estdo comercialmente
disponiveis através da American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA).

Ao microscopio a cultura de células Caco-2 é heterogénea e mais comumente
utilizadas n&o como células individuais, mas sim como uma monocamada confluente em uma
cultura de células de filtro de insercdo (por exemplo, Transwell) (Figura 18). Quando
cultivados neste formato, as células diferenciam-se para formar uma monocamada de células
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epiteliais polarizadas que proporciona uma barreira fisica e bioquimica para a passagem de
ions e pequenas moléculas. (ARTURSSON; BORCHARDT, 1997).

Figura 18- Imagens ao microscopio invertido da cultura celular Caco-2 na passagem 21 com
confluéncia de 90% com objetivas de 10 X (esquerda) e de 20 X (direita).

2.17 Ensaios de Transporte com células Caco-2 e MKN-28

Yi e colaboradores (2006) avaliaram a absor¢do de antocianinas em mirtilo
utilizando células intestinais humanas Caco-2 e os efeitos das diferentes agliconas, tipos de
acucares e estrutura quimica sobre a absorcdo in vitro de diferentes tipos de antocianinas.
Este estudo verificou-se a possibilidade do transporte das antocianinas do mirtilo através das
monocamadas de células Caco-2 embora a eficiéncia do transporte / absorcdo tenha sido
relativamente baixo em comparacdo com outros polifenois. A eficiéncia do transporte de
antocianinas variou entre ~3-4 % (menos de 1% em delfinidina glicosideo (Dp-3-O-glc). A
Dp-3-O-glc apresentou a menor relagdo Eficiéncia de Transporte/Absorcdo e a malvidina 3-
O-glicosideo (Mv-3-O-glc) apresentou a maior relacdo Eficiéncia de transporte/absorcao. Este
estudo indicou que quanto maior o nimero de grupos hidroxilas livres e menor o niumero de
grupamentos -OCH3, menor serd a biodisponibilidade de antocianinas. Além disso, a
cianidina-3-O-glicosideo (Cy-3-O-glc) apresentou maior eficiéncia de transporte do que
cianidina-3-O-galactosideo  (Cy-3-O-gal), e a peonidina-3-O-glicosideo (Pn-3-O-glc)
apresentou maior eficiéncia de transporte que a peonidina 3- galactosido ( Pn-3-O-gal ) ,
indicando que as antocianinas baseadas em glicose ter maior biodisponibilidade do que as
antocianinas baseadas em galactose.

Outro estudo realizado por Steinert e colaboradores (2008) investigou o potencial de
absorcdo das antocianinas presentes na groselha preta (Ribes nigrum L.), através de ensaios de
transporte com o sistema “Ussing Type Champers” ¢ verificaram o total desaparecerimento
das antocianinas no lado seroso, onde supostamente elas deveriam estar presentes apos o
tranposrte. Assim, 0s autores sugeriram que o transporte apical pode ocorrer a uma extensdo
muito maior do que a translocacdo através da membrana basolateral e que o metabolismo
celular e a translocacdo através da membrana basolateral podem ser o0s principais
determinantes da absorcéo e biodisponibilidade das ACNs.
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Faria e colaboradores (2009) realizaram ensaio de trasnporte da malvidina 3-
glicosideo, isoladas de cascas de uva em Células Caco-2. Verificaram também que 1% de
etanol pode impactar no seu transporte. Os resultados revelaram que o tranposrte deste
composto representou valores de aproximadamente 1-2% para a ACN isolada e de 2-3%
quando 1% de etanol estava associado a mesma. Outro achado importante neste trabalho, foi
que os autores verificaram a expressdo dos transportadores GLUT2, GLUT5 e SGLT1, no
entanto somente 0 GLUT2 revelou aumento significativo comparado com o controle. Sua
atividade foi entdo avaliada utilizando H3-2-deoxi-D- glicose (marcador radioativo), que
reduziu sua afinidade pelo GLUT2 em presenca da ACN. Este fato comprova haver
competicdo entre a glicose e a ACN pelo receptor. Além disso, a exposicao crénica (4 dias)
das células Caco-2 a ACN produziu um aumento de 50% no transporte, quando comparado ao
tratamento ao tempo de incubagdo de 2 horas (Tabela 6).

Tabela 6- Estudos de eficiéncia de transporte com antocianinas em culturas celulares

Ensaio de Fonte/ Alimento Antocianinas Valores Referéncia
transporte
Caco-2 em type Groselha preta Dp-3-O-glic.; Dp-3 Né&o foram Steinert e col. 2008
chambers rut.; Cy-3 glic.; Cy-3 detectadas
rut
Caco-2 Mirtilo Dp,3 glic.; Cy-3 gal; 3-4% (del-3- Yi e colab. 2006

(Transwell insert) Cy 3-glic.; Pt-3 glic.;

Pn-3 gal.; Pn-3 glic.;

glic.menor 1%)

Mv 3 glic.
Membrana semi- Maca (Jonaprinz, Antocinianinas totais Nao foram Bouayed, Hoffmann
permeavel de Jonagold, golden ", detectadas e Bohn, 2011
celulose Mutzu )
Caco-2 C2BBel morangos Cy -3 glic.; Perl 3- Tracos da perlag 3-  Kosinska-Cagnazzo
glic.; perl 3 glicosideo ecolab. 2015
malonilglicose
Caco-2 (transwell Antocianinas Malvidina 3- 1,7740,36% Faria e
insert) isoladas glicosideo (isolada colaboradores, 2009
de uvas)
Delfinidina-3- Fernandes e
glicosideo, cianidina  Todas apresentaram  colaboradores, 2012
MKN-28 Antocianina 3-glicosideo e 10(%)
isoladas malvidina 3-
glicosideo

2.18 Bioacessibilidade e transporte celular

Kosinska-Cagnazzo e colaboradores (2015) investigaram a bioacessibilidade e

transporte em células Caco-2 de compostos fenolicos em morangos, entre estas antocianinas,
através da simulagdo de digestdo in vitro gastrica e pancreética e detectando apenas tragos de
antocianinas ap0s o transporte, indicando que os valores apds a absorcdo in vitro de
antocianinas em matrizes alimenticias sdo ainda inferiores a 1% conforme relata Faria e
colaboradores (2009).
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2.19 Células MKN-28

As células MKN-28 sdo células de adenocarcinoma gastrico humano de uma mulher
japonesa de 70 anos (Figura 19). Elas fazem parte de uma familia de oito linhagens celulares
(TMK-1, MKN-1, MKN-7, MKN-28, MKN-45, MKN-74, KATO-IIl e 39-HSC) de
adernocarcinoma gatrico que tém sido caracterizadas morfoldgica e biologicamente no Japéo,
uma vez que este pais apresenta alta incidéncia de cancer gastico. As células MKN-1, MKN-7
e MKN-28 foram estabelecidos a partir de focos de mestases de ganglios. Ja a céulas MKN-
45 e MKN-74 sdo derivadas de metastases de figado. Elas também se diferem por suas
caracteristicas histopatoldgicas, ou seja, do tipo intestinal (MKN-7, MKN-28 e MKN-74) e do
tipo difuso (MKN-45, TMK-1, Kato- Illand HSC-39). Podem ser adquiridas através da
American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, EUA), no Banco de Células
Japonés ou pela European Collection of Cell Cultures (ECACC), na Inglaterra.

JCRB0253 : MKN28 (111798)
1day after retrieve culture (x10) Before freezing (x10)

Figura 19- Imagens ao microscopio invertido da cultura celular MKN-28 apds um dia de
plagueamento (direita) e com confluéncia de 90%(esquerda), antes do congelamento, em
objetiva de 10X. (Fonte: Disponivel em: http://cellbank.nibio.go.jp/legacy/celldata
/jcrb0253.htm. Acesso em: 10 de janeiro de 2015).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material

3.1.1 Amostras
3.1.1.1 Amostras da 12 etapa

Os frutos utilizados neste estudo foram: morango( Fragaria vesca) tamarilho (Solanum
betaceum), framboesa (Rubus idaeus),amora( Morus nigra), Jameldo (Syzygium cumini),
Guajiru(Chrysobalanus icaro), Jabuticaba (P. trunciflora,) Mirtilo (Vaccinium corymbosum L e
Jambo (Syzygium malaccanse (L.) Merryl et Ferry). As informacdes gerais sobre cada espécie,
origem e parte utilizada na analise constam na tabela 7. Todas as analises antes e ap0s a simulagédo
de digestéo in vitro foram realizadas em triplicata.

Tabela 7- Informacges gerais sobre os frutos utilizados para a selecdo dos melhores frutos
apos estudo de bioacessibilidade
FRUTOS INFORMACOES GERAIS
\ ' Espécie (Nome cientifico): Solanum betaceum
Nome popular: tamarilho
Familia Botanica: Solanaceae
Origem: Andes (América do Sul)
Procedéncia: Chile
Local aquisicao: Mercado varejista(Hortifruit)
Parte usada: fruto interno

Espécie (Nome cientifico): Chrysobalanus icaro
Nome popular: Guajuru, guajiru, abajiru, ajuru
Familia Botanica: Chrysobalanaceae

Origem: Américas e Africa Ocidental
Procedéncia: Regido Norte

Local aquisicdo: Embrapa Amaz6nia Oriental
Parte usada: Casca

Espécie (Nome cientifico): Myrciaria jaboticaba
Nome popular: jabuticaba ou guapuru

Familia Botanica: Mirtaceae

Origem: Nativa Mata Atlantica

Procedéncia: Regido sudeste

Local aquisicdo: CEASA-RJ

Parte usada: po liofilizado da casca

Espécie (Nome cientifico): Fragaria vesca
Nome popular: morango

Familia Bot&nica: Rosaceae

Origem: Europa e Américas

Procedéncia: S&o Paulo

Local aquisicao: Mercado varejista(Hortifruit)
Parte usada: fruto interno
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INFORMACOES GERAIS

Espécie (Nome cientifico): Syzygium cumini L.Skeels
Nome popular: jameldo

Familia Bot&nica: Mirtaceae

Origem: India e Sri Lanka

Procedéncia: Rio de Janeiro

Local aquisicdo: CEASA-RJ

Parte usada: po liofilizado da casca

Espécie (Nome cientifico): Vaccinium ashei
Nome popular: mirtilo

Familia Botéanica: Ericaceae

Origem: Europa e América Norte

Procedéncia: Uruguai

Local aquisicdo: Mercado varejista (Hortifruit)
Parte usada: fruto inteiro

Espécie (Nome cientifico): Syzygium malaccanse (L.
Merryl et Ferry)

Nome popular: Jambo

Familia Botanica: Mirtaceae

Origem: Asia

Procedéncia: Regiad sudeste

Local aquisicdo: CEASA-RJ

Parte usada: pé liofilizado da casca

Espécie (Nome cientifico): Morus nigra
Nome popular: amora

Familia Botanica: Moréceas

Origem: Asia

Procedéncia: México

Local aquisicdo: Mercado varejista (Hortifruit)
Parte usada: fruto interno

3.1.1.2 Amostras da 22 etapa

Os p6s foram obtidos das cascas dos frutos (Tabela 8) através do processo de secagem
convectiva, utilizando um secador de camada convectiva desenvolvido pela Embrapa
Agroindustria de Alimentos- RJ. As cascas das frutas foram separadas manualmente da polpa,
colocadas em tabuleiros e submetidas a desidratacdo a temperatura de 60°C e velocidade do ar
de 1m.s™ durante 22 horas. Ap6s, as cascas secas foram desintegradas utilizando um moinho
de bancada IKA e armazenadas em embalagens de aluminio e de polietileno a temperatura
ambiente até a anélise.
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Tabela 8- InformacGes gerais sobre os frutos utilizados para o Estudo de transporte

FRUTOS
T

INFORMACOES GERAIS

Espécie (Nome cientifico): Myrciaria jaboticaba
Nome popular: jabuticaba ou guapuru

Familia Boténica: Mirtaceae

Origem: Nativa Mata Atlantica

Procedéncia: Regiédo sudeste

Local aquisicdo: CEASA-RJ

Parte usada: p6 obtido por secagen da casca

Espécie (Nome cientifico): Syzygium cumini L.Skeels
Nome popular: jamelé&o

Familia Botanica: Mirtaceae

Origem: India e Sri Lanka

Procedéncia: Rio de Janeiro

Local aquisicdo: CEASA-RJ

Parte usada: pé obtido por secagem da casca

Espécie (Nome cientifico): Syzygium malaccanse (L.
Merryl et Ferry)

Nome popular: Jambo

Familia Botanica: Mirtaceae

Origem: Asia

Procedéncia: Regido sudeste

Local aquisicdo: CEASA-RJ

Parte usada: p6 obtido por secagem da casca

3.1.2 Reagentes das andlises cromatogréaficas e Espectrometria de Massa

Acetonitrila grau CLAE (TEDIA®)
Metanol grau CLAE (TEDIA®)
Acido formico grau CLAE (TEDIA®, grau CLAE)

Ar comprimido

Agua ultrapura (18,2MQ — Milli-Q®)
Padrao analitico de malvidina-3-O-glicosideo (Extrasynthese- Genay, France)

3.1.3 Solventes da Digestao in vitro

e KCI sigmaultra Sigma-Aldrich®
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NasPO, sigmaultra Sigma-Aldrich®
NaOH sigmaultra Sigma-Aldrich®
Ureia sigmaultra Sigma-Aldrich®

NaCl sigmaultra Sigma-Aldrich®

CaCl, anidro Sigma-Aldrich®

KSCN sigmaultra Sigma-Aldrich®
NaH,PO, sigmaultra Sigma-Aldrich ®
HCI suprapur Merk®

Pepsina 1:10.000 Sigma-Aldrich®
NaHCO; Sigma-Aldrich®

a-amilase tipo VI-B Sigma-Aldrich®
Mucina tipo 11 Sigma-Aldrich®

Extrato de Bile Porcina Sigma-Aldrich®
Pancreatina- Porcina Sigma-Aldrich®
Lipase tipo 11 de pancreas de suino Sigma-Aldrich®

3.1.4 Reagentes da Extracgdo de antocianinas antes e ap0s digestao in vitro

Acetonitrila grau CLAE (TEDIA®)

Metanol grau CLAE (TEDIA®)

Acido férmico grau CLAE (TEDIA®, grau CLAE)
Ar comprimido

Agua ultrapura (18,2 MQ) — Milli-Q®

3.1.5 Equipamentos da Digestdo in vitro, Extracdo, Andlises cromatografica e
Espectrometria de Massa

Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE) Waters® Aliance 2690/5 acoplado
ao detector de arranjo de fotodiodos (DAD) Waters® 2996

Coluna Cyg Symmetry® (100 mm x 4,6 mm; 2,4 um)

UPLC (Sistema Dionex Ultimate 3000 Standard da Thermo Scientific®CA, USA)
Coluna Cig LiChrospher ™ 100 RP-18, 5mm x 25 cm)

Espectrometro de Massa Synapt Waters™ (Milford, MA, EUA) equipado com
analisador Q-TOF (quadripolo com tempo de vo0)

Microcentrifuga Brandson modelo 2210

Balanca analitica BEL®

Banho-maria com agitador orbital gyromax TM

Moinho simples IKA® A11

Pipetas autométicas Transferpette® 100-1000uL, 0,5-5 ml

Sistema de purificacéo de agua Milli-Q® A10 e Ellix®

Pipetador automatico com capacidade para 100 a 1000 pL — Brand®

Pipetador automatico com capacidade para 0,5 a 5 mL — Brand®

Balanca analitica (0,1 mg) modelo 2104 — Bel Engineering®

Agitador tipo vortex modelo Genie 2 — Scientific Industries®

Sistema de purificacdo de 4gua modelo Ellix/Rios 5 e Milli-Q A10 — Millipore®
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Software de controle e aquisicdo de dados Empower® — Waters®
Geladeira modelo DF45 - Eletrolux®

pHmetro Bel®

Banho ultrassonico Cleanears

Unidade filtrante millex 0,22 pm da Millipore®

3.1.6 Insumos para o Cultivo célular e Ensaios de transporte

Células CACO-2 - ATCC®

Células MKN-28 (Cell Bank, Riken BioResource Center, Japdo)

Soro fetal bovino- Sigma-Aldrich®

Meio bésico de eagle modificado por dubelcco sem I-glutamina (Gibco)
Tampao fosfato salino (PBS)

Glutamax " 100x estéril (Gibco®) testado em cultura celular

MEM, solugéo de aminoacidos ndo-essenciais (100x) m7145-100 ml
Tripsina- EDTA 0,25% - Sigma-Aldrich®

Solucéo salina balanceada Hank’s (HBSS)- Sigma-Aldrich®

Tris- HCI- Sigma-Aldrich®

Acido 2-morfolino etano sulfénico (MES) - Sigma-Aldrich®

Solucdo antibidtico/ antimicoética (100 unidades/mL de penicilina, 100 g/mL de
estreptomicina e 0,25 g/mL de anfotericina B)

Corante azul de tripan testado em cultura celular- Sigma- Aldrich®
Meio DMEM

Meio RPMI 1640 Agmedia - Sigma-Aldrich®

Vermelho de fenol - Sigma-Aldrich®

DMSO- reagentplus > 99.5%- Sigma-Aldrich®

3.1.7 Equipamentos para o Cultivo celular e Ensaios de transporte

Estufa para Incubacdo (c/jaqueta e controle de CO,)

Cabines de Seguranca Bioldgica BS Tec Classe 11 B2
Microscopico invertido otico Olympus CKX41

Aparelho Millicell-ERS da Millipore®

Insert Transwell® (policarbonato, 0.4pM de poro, 24mm de diametro, Corning Coster)
Camera de neubauer improvid espelhada

Freezer — 80°C

Nitrogénio liquido

Autoclave vertical

Estufa até 200°C para Esterilizacao

Sistema de purificacdo de agua — Millipore

Banho- maria

pHmetro Bel®

Microcentrifuga Brandson modelo 2210

Unidade filtrante millex 0,22 um da Millipore®

Sistema de vacuo Integra (vacuoboy)

Pipetas soroldgicas 5, 10 e 25 mL estéries (Corning®)

Garrafas para cultura celular poliestireno 75 cm? estéril (Corning®)
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3.1.8 As Culturas celulares

A linha celular tumoral MKN-28 originaria de adenocarcinoma gastrico humano foi
gentilmente cedida pelo Professor Doutor Nuno Mateus (Faculdade de Ciéncias -
Universidade do Porto (Porto, Portugal) tendo sido adquirida a Cell Bank, Riken
BioResource Center (JCRB0253, Ibaraki, Japdo). J& a linhagem celular Caco-2 foi
gentilmente cedida pela Dra Maria Paula Marques da Faculdade de Ciéncia e Tecnologia da
Universidade de Coimbra. As células foram recebidas na passagem 17 e data de obtencdo do
Banco em 21/11/08. O transporte dos criotubos foi realizado em nitrogénio liquido e
transferido para freezer a -80 °C na FFUP (Faculdade de Farmécia - Lab. Farmacologia-
Universidade do Porto).

3.2 Métodos

A metodologia desta pesquisa foi dividida em duas etapas: 12 etapa (andlise e selecdo
dos frutos mais promissores quanto aos valores de bioacessibilidade das antocianinas) e 22
etapa (realizacdo dos Estudos de bioacessibilidade e transporte celular das antocianinas
presentes nos frutos selecionados). (Figura 20)

12 Etapa ‘ 22 Etapa

Pé dos frutos

Saliva sintética a-amilase

Digestio oral
(pH 6.8, 10 mun, 60 rpm 37°C)
HCI 1 M Pepsina

Centrifugagio = "
Digestiio gastrica pH 5.0
(pH 2.5, 1 h, 60 rpm, 37°C)  NaOH 1M
Bile
Pancreatina Célales MKN-28
37TC, 3 horas
lipase

Digestio intestinal
(pH 6.5, 2 h, 60 rpm. 37°C)

CLUE
=

=7

Centrifugagio (3000 rpm, 10 min) Células caco-2
e filtragho (0.22uM) 37°C, 2 horas

Figura 20 — Representacdo esquematica geral das etapas de simulagdo na digestdo in vitro
acoplada aos modelos de monocamada de celular para avaliagdo do transporte gastrico e
intestinal das antocianinas da casca em pd da jabuticaba, jambo e jameldo (Etapas de
execucdo da pesquisa)
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3.2.1 Extracdo das antocianinas da matriz antes da digestdo in vitro

Cerca de 1g de amostra foi pesado em tubo de rosca de polietileno. Adicionou-se 2 mL
de solucéo &cido férmico/metanol (10:90, v/v), os quais ficaram sob agitacdo por 1 minuto em
vortex. Em seguida, a mistura foi submetida a uma etapa de sonificacdo por 10 minutos e
posterior centrifugacdo a 6000rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um
baldo volumétrico de 10 mL, e avolumado com a mesma solucdo de extracdo. Esta operacéao
foi repetida até o sobrenadante perdesse a coloracdo. Apos as extracOes, aliquotas de 2 mL
foram transferidas utilizando pipetador automatico para ependorfes e levadas para
centrifugacdo em microcentrifuga modelo Bransonic® na velocidade de 14.000 rpm por 5
minutos. Em seguida, uma aliquota de 1 mL do extrato centrifugado foi evaporadao sob fluxo
de ar comprimido filtrado e ressuspensa em 200pL de solugdo metanol /acido férmico /agua
(10:10:80, v/viv). O extrato foi transferido para um vial com redutor de volume e levado ao
injetor do cromatdgrafo para analise cromatografica (SANTIAGO et al., 2010).

3.2.2 Extracdo das antocianinas da matriz ap6s a digestao in vitro

Cerca de 2 mL do digerido apds a fase intestinal foi transferido para tubo falcon e 2mL
de solucdo de metanol /acido foérmico /agua (10:10:80, v/v/v) foram adicionados e
trasnferidos para sonificagcdo por 10 minutos e posterior centrifugacdo a 3000g a 20°C por
periodo de 10 minutos. A seguir, todo o sobrenadante foi filtrado com unidade filtrante millex
0,22 um e transferido para baldo volumetrico de 5 mL Apds uma aliquota de 2mL foi
tranferida direto para o vial e levado injetor do cromatdgrafo para anélise cromatografica.

3.2.3 Anadlise das antocianinas monoméricas por Cromatografia Liquida de alta
Eficiéncia antes e ap0s a digestao in vitro

As andlises cromatograficas foram realizadas em Cromatografo Liquido de Alta
Eficiéncia (CLAE) acoplado ao detector de arranjo de fotodiodos (DAD), coluna Cig (100
mm X 4,6 mm; 2,4 um), fluxo de 1,0 mL/min e modo de elui¢do gradiente com acetonitrila e
solugéo aquosa de acido férmico 5 % , volume de injecdo de 20 uL, temperatura da coluna 40
‘C (GOUVEA; GODOY, 2011).

3.2.4 Analises por Espectrometria de Massa

Para esta analise, as antocianinas foram isoladas a partir do efluente do CLAE, segundo
condicgdes de Gouvéa e Godoy (2011) e injetadas diretamente na fonte do EM. A identificacdo
de cada antocianina foi realizada em Espectrdmetro de massa Waters Synapt (MS), utilizando
a injecéo direta, com bomba e seringa a uma taxa de fluxo de 1,0 mL min-*. Este sistema
estava equipado com os analisadores de Quadrupolo e tempo de v6o (Q-TOF), que possui
precisdo de massa de alta resolucdo. A fonte foi o eletrospray de modo ion positivo (ESI), e 0
instrumento operou com as seguintes condi¢fes: temperatura da fonte de 120 ° C; gas de
secagem (N,) entregues em 25 LHr' a 380 °C; tensdo capilar definida em 3.0 kV; a
transferéncia de energia de coliséo foi de 4.0, 6.0 e 8.0 eV; cone de amostragem foi fixado em
25 V; e o0 cone de extracao definido em 4V. A identificacdo das antocianinas foi realizada pela
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analise do ion molecular de cada uma das substancias, bem como a seu padrdo de
fragmentacdo MS/ MS, utilizando o software Maslynx 4.1 (Waters™),

3.2.5 Preparo das solugdes utilizadas na Digestéo in vitro
3.2.5.1 Solugdes inorganicas

O preparo das solugdes inorganicas foi realizado para um volume final de 50 mL
(Tabela 9).

Tabela 9- Valores de massa e volumes utilizados no preparo das solugbes inorganicas que
constituem a solucgéo de saliva da fase oral

Reagente Massa ou volume para 50mL de solucédo em
agua destilada
KCI 89,6 g/L 4,48 g
KSCN 20g/L 1lg
NaH,PO, 88,8 g/L 4,44 g
NaCl 175,3 g/L 8,77¢
NaOH 1M 29
NasPO, 57g/L 2,85¢
NaHCO; 1M 4249
HCI 1M 4,3 mL (Acido concentrado com pureza 37%)
NaHCO; 0,1M 5 mL (solugdo NaHCO3; 1M)
HCI 0,1M 3mL (solugdo HCI 1M)

3.2.5.2 Solucéo de uréia 25 g/L

Foram pesados 0,25 g de uréia em um bécher e adicionado agua ultrapura suficiente
para solubilizar e transferir quantitativamente para baldo volumétrico de 10 mL, completou-se
em seguida o volume do baldo com agua. Esta solucdo foi utilizada no maximo em até 24
horas ap0s seu preparo.

3.2.5.3 Solucéo de Saliva Artificial

Foram adicionados em um baldo volumétrico de 50 mL os seguintes volumes das
solugdes previamente preparadas: 1 mL de KCI 89,6 g/L; 1 mL de KSCN 20 g/L, 1 mL de
NaH,PO, 88,8 g/L; 1 mL de NasPO,4 57 g/L; 170 mL de NaCl 175,3 g/L; 180 mL de NaOH
1M; 800 pL de uréia 25 g/L. Apds, completou-se o volume do baldo com agua (Figura 21).
Foram pesados 0,014 g de a-amilase e 0,005 g de mucina e adicionou-se quantidade suficiente
da solugéo acima para solubiliza-los. Neste momento obteve-se a solugéo saliva, a qual foi
utilizada em até 24 horas apds seu preparo.
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KCl KSCN NaH:PO4 NaiPOy NaOH NaCl Uréia
4,5479g 1,0656g 4,5012g 2,8472g 2,0142¢g 8,766g  1,2500g
'/ 50mL '/ 50mL ' 50mL —/s0mL,  \—/50mL /somL o) somL
1mL 0.18mL
dmk 0,17mL 0.8mL

0.0145g . PIN 0,0050g

o Amilase Mucina

"
&

Figura 21- Esquema de preparo da solucdo de saliva artificial da fase oral da Digestdo in
vitro

3.2.5.4 Solugédo A

Foram pesados 1,3872 g de CaCl2; 14,084 g de NaCl e 0,7616 g de KCI em um bécher
e adicionado agua ultrapura suficiente para solubilizar e transferir quantitativamente para
baldo volumétrico de 2 L, completou-se em seguida o volume do baldo com &agua.

3.2.5.5 Solucéo de pepsina

Foram pesados 2 g de pepsina em bécher e adicionou-se solucdo HCI 0,1 M suficiente
para solubilizar e transferir quantitativamente para baldo volumétrico de 50 mL, completou-se
em seguida o volume do baldo com HCI 0,1 M. Esta solugéo foi utilizada em até 24 horas
apos seu preparo.

3.2.5.6 Solugéo de bile

Foram pesados 2 g de bile e adicionou-se solugdo NaHCO3; 0,1 M suficiente para
solubilizar e transferir quantitativamente para baldo volumétrico de 50 mL, completou-se em
seguida o volume do baldo com NaHCO3 0,1 M. Para aumentar um pouco a solubilizagdo do
material, antes de se completar o volume do baldo colocou-se 0 mesmo por 5 minutos no
ultrassom. Mesmo com a utilizagdo do ultrassom é comum que a bile ndo se solubilize
totalmente, permanecendo a solugéo final com algumas particulas em suspensao. Esta solucéo
foi preparada em até 24 horas apds seu preparo.

3.2.5.7 Solucéo de pancreatina-lipase
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Foram pesados 0,25 g de pancreatina e 0,125 g de lipase em bécher e adicionou-se
solucdo NaHCO; 0,1 M suficiente para solubilizar e transferir quantitativamente para baldo
volumétrico de 25 mL, completando-se em seguida o volume do baldo com NaHCO3; 0,1 M.
Esta solucéo foi utilizada em até 24 horas ap6s seu preparo.

3.2.6 Digestéao in vitro

Para a fase oral foram pesados 0,5-5 g de amostra em tubo de 50 mL. Foram adicionados
7 mL de solugdo contendo a-amilase, mucina e demais sais, como descrito por Oomen et al.
(2003), em cada tubo. As amostras foram seladas, homogeneizadas e transferidas para o
banho orbital por 37°C a 60 rpm por 10 minutos. Apos, todos os tubos foram transferidos para
uma cuba com gelo. Na fase gastrica, foram adicionados solucdo A (120 mM NaCl, 6 mM
CaCl, e 5 mM KCI) até atingir o volume de 30 mL, em seguida foram homogeneizadas em
vortex. A seguir, ajustou-se o pH para 2.5 +/- 0.1 utilizando HCI 1M. Apo6s, foram
adicionados 2 mL de solucdo de pepsina (40 mg/mL 100mM HCI) em cada tubo, e ajustou-se
0 volume para 40 mL com solugéo A, obtendo uma concentragéo final de pepsina de 2mg/mL.
Os tubos foram selados e incubados no banho orbital por 1 h a 37°C a 60 rpm e ap6s o
término do periodo os tubos foram removidos do banho e colocados em gelo. A seguir a fase
intestinal foi iniciada, adicionando-se 1 M de NaHCOg3 para o ajuste do pH para 6.0 +/- 0.2 e
em seguida foram adicionados 3 mL de solucéo de extrato de bile (40 mg extrato de bile/ mL
100 mM NaHCOg3 ) e 2 mL de solucdo de pancreatina-lipase (10 mg de pancreatina + 5 mg
lipase/ mL 100 mM NaHCOg)a cada tubo. O pH foi ajustado para 6.5 +/- 0.1 com 1 M NaOH
e 0 volume final foi ajustado para 50 mL com a solucdo A. As amostras foram seladas e
incubadas em banho orbital por 2 h a 37°C a 60 rpm. As concentracfes finais de bile,
pancreatina e lipase foram de 2,4; 0,4 e 0,2 mg/mL, respectivamente (Figura 22) (FAILLA,
CHITCHUMROONCHOKCHALI; ISHIDA, 2007 apud GIORI, 2010).
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0,5 a 5 g amostras contendo
antocianinas

!

7 mL de saliva sintética 37°C,
60rpm, 10 min

1l

Digestédo gastrica, 2 mL de
pepsina, pH 2.5, 37°C, 1h,

!

Digestao Intestinal, ajuste pH 6.0 e 3
mL de bile e 2 mL de pancreatina-
lipase, ajuste pH 6.5 e 2 h, 37°C, 60

1l

Aliquota de 2 mL- Extracao especifica

% / Filtracdo a 0.22pum
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Figura 22- Fluxograma da metodologia de digestdo in vitro para a determinacdo da
bioacessibilidade de antocianinas na etapa de selecéo dos frutos mais promissores

3.2.7 Andlise das antocianinas monomericas por Cromatografia Liquida de ultra
Eficiéncia apds o ensaio de Transporte (22 Etapa)

As analises de antocianinas, antes e apds a digestdo in vitro e depois de ensaio de
transporte foram realizados em Cromatografo liquida de ultra performance (Dionex final
Thermo Scientific™ Padréo 3000, Sunnyvale, CA, EUA), equipado com coluna C18 de fase
inversa (LiChrospherTM 100 RP-18, 5 m, 25 cm) a 25 ° C, e coluna guarda de seguranca,
para separacdo das antocianinas. As antocianinas foram eluidas, com sistema gradiente, que
consiste em agua e acido formico (9:1 v / v) como solvente A e agua, &cido formico e
acetonitrila(6: 1: 3, v / v) como solvente B, a uma taxa de fluxo de 1,0 mL.min_; e tempo de
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corrida de 52 min. A coluna foi mantida a 25 ° C e o volume de injecdo foi de 50 pL. O
gradiente foi de 80% de solvente A e 20% de solvente B durante 42,5 min, 40% de solvente A
e 60% de solvente B, entre 42,5-46,2 min, e 100% de solvente B entre 46,2-52 min. Depois de
cada corrida, a coluna foi estabilizada com as condi¢des iniciais (20% de solvente B e 80% de
solvente A) durante 10 min (FERNANDES et al., 2012). As analises quantitativas foram
realizadas com curva de calibragdo externa e resultados foram expressos como equivalentes
de malvidina-3-glucosideo, a 520 nm. Todas as analises foram realizadas em triplicata.

3.2.8 Digestéo in vitro até fase Intestinal (Cultura Caco-2)

Para a fase oral foram pesados 0,3-0,6g de amostra em tubo de 10 mL. Foram
adicionados 0,7 mL de solu¢do saliva contendo a-amilase, mucina e demais sais, como
descrito por Oomen et al., (2003), em cada tubo. As amostras foram seladas, homogeneizadas
e transferidas para o banho orbital por 37°C a 60 rpm por 10 minutos. Apds, todos os tubos
foram transferidos para uma cuba com gelo. Na fase géstrica, foram adicionados solu¢do A
(120 mM NaCl, 6 mM CaCl, e 5 mM KCI) até atingir o volume de 3 mL, em seguida foram
homogeneizadas em vortex. A seguir, ajustou-se o pH para 2.5 +/- 0.1 utilizando HCI 1M.
Apds, foram adicionados 0,2 mL de solucédo de pepsina (40 mg/mL 0,1M HCI) em cada tubo,
e ajustou-se o volume para 4 mL com solugéo A, obtendo uma concentracdo final de pepsina
de 2mg/mL. Os tubos foram selados e incubados no banho orbital por 1 h a 37°C a 60 rpm e
apos o término do periodo os tubos foram removidos do banho e colocados em gelo. A seguir
a fase intestinal foi iniciada, adicionando-se 1 M de NaHCO3 para o ajuste do pH para 6.0 +/-
0.2 e em seguida foram adicionados 0,3 mL de solucdo de extrato de bile (40 mg extrato de
bile/ mL 100 mM NaHCO3 ) e 0,2 mL de solucdo de pancreatina-lipase (10 mg de pancreatina
+ 5 mg lipase/ mL 100 mM NaHCO3) a cada tubo. O pH foi ajustado para 6.5 +/- 0.1 com 1
M NaOH e o volume final foi ajustado para 5 mL com a solugdo A. As amostras foram
seladas e incubadas em banho orbital por 2 h a 37°C a 60 rpm. As concentracdes finais de
bile, pancreatina e lipase foram de 2,4; 0,4 e 0,2 mg/mL, respectivamente (Figura 23)
(FAILLA; CHITCHUMROONCHOKCHALI, 2005 apud GIORI, 2010). O digerido foi entdo
centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi congelado a -20°C. No dia do
ensaio de transporte, o sobrenadante foi descongelado e filtrado com membrana de 0,22uM.
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Figura 23 - Esquema das etapas da digestdo in vitro até a fase intestinal (Adaptado de GIORI,
2010)

3.2.9 Digestdo in vitro até fase Gastrica (Cultura MKN-28)

Foram pesados 0,15 g de amostra em tubo de 10 mL. Foram adicionados 0,7 mL de
solugdo contendo a-amilase, mucina e demais sais, como descrito por Oomen et al., (2003).
As amostras foram seladas, homogeneizadas e transferidas para o banho orbital por 37°C a 60
rpm por 10 minutos e entdo todos os tubos foram transferidos para o gelo. Em seguida, na
fase gastrica, foram adicionados solucdo A (120 mM NaCl, 6 mM CaCl, e 5 mM KCI) aos
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tubos até atingir o volume de 3 mL, e homogeneizados em vortex. A seguir, ajustou-se o pH
para 2.5 £ 0.1 utilizando HCI 1M e 0,2 mL de solucdo de pepsina (40 mg/mL 100 mM HCI)
foram adicionados, ajustando-se o volume para 4 mL com solucdo A, obtendo uma
concentragédo final de pepsina de 2 mg/mL. Os tubos foram selados e incubados em banho-
maria por a 37°C por 1 h a 60 rpm e apds o término do periodo os tubos foram removidos do
banho e colocados em gelo. A seguir A seguir, ajustou-se o pH para 5.0 + 0.2 utilizando HCI
1M, centrifugou-se a 3500 rpm por 10 minutos, filtrou-se o digerido com seringa e filtro 0,22
um (TPP) e congelou-se a -20°C até andlise (Figura 24).

0,150 g de amostra contendo
antocianinas

1l

0,7 mL de saliva sintética 37°C, 60
rpm, 10 min

]!

Digestdo géstrica, 0,2 mL de
pepsina, pH 2.5, 37°C, 1h,

7

/ Filtracdo a 0.22um

Células MKN-28 >
37°C, 3 horas

= =

CLUE/DAD

Figura 24 - Esquema das etapas da digestdo in vitro até a fase gastrica
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3.2.10 Cultivo celular da linhagem Caco-2

As células estoque (5 x 10°) formam semeadas em frascos T+s e cultivadas em meio de
cultura Dulbecco Eagle Modificado (DMEM) suplementada com 1% de solugdo de
aminoacidos ndo essenciais, 10% de soro fetal bovino (SFB), 4 mM de glutamax(glutamina),
100 U/mL de penicilina/estreptomicina e mantidas em incubagéo a 37 °C, 5 % de CO; e 95 %
UR. Ap0s 6 dias, as células atingiram a confluéncia de 90 %, e foram destacadas utilizando
tripsina 0,25 %/EDTA. As culturas foram sudivididas para estabelecer novos frascos e para
plagueamento da transwell. O meio foi renovado a cada 48 horas.

3.2.11 Semeadura da Caco-2 nas placas transwells

A fracdo digerida proveniente da fase intestinal foi testada em células da linhagem
Caco-2. Duas placas transwell de seis pogos (policarbonato, 0,4 pum de poro, 24 mm de
diametro, Corning Costar), foram semeadas com 2,5 x 10° células/cm? em meio DMEM entre
as passagens 56 e 59. O tempo total de cultivo foi de 21 dias, tempo necessario para a sua
diferenciacdo em células semelhantes ao epitélio intestinal. Um dia antes do teste de
transporte, 0 meio foi trocado para meio sem soro fetal bovino.

3.2.12 Cultivo da linhagem MKN-28

As células estoque (5 x 10°) formam semeadas em placas de 22 cm? e cultivadas em
meio de cultura Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 Agmedia (Sigma-Aldrich ,
Madrid, Espanha) suplementada com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1 % de
antibiético/antimicético (100 units mL™ penicilina, 100 mg mL™ estreptomicina e 2.5 mg mL"
! de anfotericina B) e mantidas em incubacio a 37 °C, 5 % de CO, e 95 % UR. O meio de
cultura foi trocado a cada 48 horas. Ap6s aproximadamente 6 dias, as células atingiram a
confluéncia de 90%, as quais foram dissociadas, utilizando solucgéo de tripsina 0,25 %/EDTA,
e as culturas foram sudivididas para estabelecer novos frascos e para plaquer a placa transwell
que foi utilizada no ensaio.

3.2.13 Semeadura da MKN-28 nas placas transwells

Quando as células atingiram a confluéncia ao fim de 5-6 dias de cultura (75 %) em
placas de petri com 21 cm?de area de crescimento (Corning Costar, Badhoevedorp, The
Netherlands), estas foram dissociadas com 0,25 % de tripsina-EDTA. As céulas foram
semeadas com 2,5 x 10° células/cm? em meio RPMI entre as passagens 17 e 19. O tempo total
de cultivo foi de 7 dias, tempo necessario para a sua diferenciacdo em células semelhantes ao
epitélio gastrico. Um dia antes do teste de transporte, o meio foi trocado para meio sem soro
fetal bovino.

3.2.14 Ensaio de integridade de membranas de células Caco-2 por meio da resisténcia
elétrica transepitelial (RET)

Este ensaio teve o0 objetivo de verificar antes e apds cada ensaio a integridade da
monocamada celular apos os 21 dias de permanéncia sobre a membrana semi-permeavel na
placa transwell. Para a realizacdo das medicOes da resisténcia elétrica atraves a membrana das

59



células da monocamada foi utilizado um minivoltometro millicell ER da Millipore® (Millipore
Co.,Bedford, MA). O ensaio foi realizado em pocos cujas monocamadas apresentavam com
RET > 230 Q cm?a 37°C (FARIA et al., 2009). Estas medicdes foram realizadas através da
colocagdo do mini eletrodo na cdmara apical e outro na cAmara basolateral, na presenca de 1,5
mL e 2 mL de solucdo salina de Hank (HBSS) com 1mM de butirato de sddio,
respectivamente (Figura 25). A determinacdo foi calculada de acordo com a equacao:

RET (Qcm ) =R

Onde R é a resisténcia medida e A ¢ a area de superficie do filtro (insert).

Figura 25: Minivoltometro millicell ER da Millipore® (Millipore Co.,Bedford, MA),
utilizado para medir a resisténcia elétrica transepitelial (RET)

3.2.15 Ensaio de absorcéo por células Caco-2

Os estudos de transporte foram realizados conforme metodologia de Faria e
colaboradores (2009). Um dia antes do ensaio (24h), a monocamada foi lavada com PBS duas
vezes e substituiu-se o meio completo (DMEM) para meio sem soro fetal bovino. No dia do
ensaio, 0 meio foi susbtituido pela solucdo tampéo salina equilibrada de Hank (HBSS)
contendo 1 mM de butirato de sédio, para a camara apical e solucdo tampdo salina equilibrada
de Hank (HBSS) e butirato com 2% de soro fetal bovino para a camara basolateral. Foi
realizada a medicdo da RET (Resisténcia elétrica transepitelial) a fim de assegurar a
integridade das monocamadas. Os digeridoss obtidos apds a digestao in vitro, foram filtrados
(0,22 um) e diluidos (1:1) com tampdo salino de Hank (HBSS) contendo 1 mM de butirato de
sodio. A concentragdo de antocianinas totais testada dos trés frutos variou entre 6 e 35 pM.
Os estudos de permeabilidade foram iniciados adicionando-se 1,0 mL de solucdo contendo o
digerido teste e o tamp&o Hanks com butirato (1:1), no compartimento apical (transporte
apical para basolateral; A para B) e 2,0 mL de tampao Hanks com butirado e 2% de SFB no
basolateral (transporte basolateral para o apical; B para A) através da monocamada (Figura 7).
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As monocamadas foram, em seguida, colocadas em banho-maria a 37 °C. As aliquotas de 150
pL foram tomadas a partir do compartimento basolateral ao final de cada periodo de
incubacdo de 30, 60 e 120 minutos (2 horas). Em cada tempo, o volume de meio basolateral
foi reposto com o0 mesmo volume retirado. Ao final do ensaio, retiraram-se 0s meios e lavou-
se a monocamada com Hanks gelado (2 mL no compartimento Basolateral e 1,5 mL no
compartimento apical) e mediu-se a resisténcia da monocamada em cada poc¢o. Apos ensaio,
cada aliquota tomada foi acidificada com 1%(v/v) de HCI 6 M e congelada a -18°C, até a
analise por CLUE (FERNANDES et al., 2012; FARIA et al., 2009) (Figura 26).

O Coeficiente de permeabilidade (Pc) pode ser calculado de acordo com a a seguinte
equacao:

VR, ACR
Popp (cm.st) = Ax CDO At

Onde P4y, € 0 coeficiente de permeabilidade aperente; VR = volume basolateral (receptor)
(cm®); A= 4rea de superficie da membrana (cm?); CDO = concentracio apical (doador) no
inicio do experimento. A CR/At = variagdo de concentracdo do composto no compartimento
receotor com o tempo. Os valores formam expressos cm.s™.

Além do coeficiente de permeabilidade, utiliza-se também o percentual de eficiéncia
de transporte. Neste trabalho, utilizamos estes valores, os quais foram obtidos pela seguinte
equacdo:

[Concentracio das ACNs totais no compartimento
basolateral no tempo respectivo]

Eficiéncia de transporte (%) = . x 100
[Concentracdo das ACNs no compartimento

apical no tempo inicial]

Figura 26- Fotografia do Ensaio de Transporte com as células Caco-2 nos insertos transweel
de 6 pogos dos digeridos intestinais das antocianinas do pé das cascas da jabuticaba, jambo e
jameldo.

3.2.16 Ensaio de absorcéo por células MKN-28
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Os estudos de transporte foram realizados conforme metodologia de Fernandes e
colaboradores (2012). A frac&o digerida proveniente da fase gastrica foi testada em células da
linhagem gastrica MKN-28. As céelulas MKN- 28 foram plaqueadas em duas placas de 6
pocos Transwell (membrana de policarbonato, poro com 0,4 um, 24 mm de diametro,
Corning Costar, Badhoevedorp, The Netherlands) a 75 % de confluéncia. As células MKN
-28 cresceram e se diferenciaram por 7 dias. O meio celular foi susbtituido a cada 48 horas e 1
dia antes do ensaio subtitui-se 0 meio por outro meio de cultura sem soro fetal bovino (SFB).
A resisténcia elétrica transepitelial (RET) da monocamada foi medida utilizando um
voltimetro epitelial com eletrodos planos (MILLICELL-ERS, Millipore Co., Bedford, MA).
O ensaio foi realizado em pocos cujas monocamadas apresentavam com RET >150 Q cm?® a
37°C (FERNANDES, et al., 2012). Estas medi¢des foram realizadas através da colocacao do
mini eletrodo na camara apical, com 1,5 mL de solucéo salina de Hank (HBSS) pH 5.0 e
outro na camara basolateral, com 2 mL de solucdo salina de Hank (HBSS) pH 7.4. A
concentragdo de antocianinas totais testada dos trés frutos variou entre 9 e 35 uM.

Os estudos de permeabilidade foram realizados de acordo com procedimento
descrito por Fernandes e colaboradores (2012) e Faria e colaboradores (2009), adicionando-se
1,0 mL de digerido gastrico e o tampao Hanks pH 5.0 (1:1), no compartimento apical
(transporte apical para basolateral; A para B) e 2,0 mL de tamp&o Hanks pH 7.4 com 2% de
SFB no basolateral (transporte basolateral para o apical; B para A) através da monocamada.
As monocamadas foram, em seguida, colocadas em banho-maria a 37 °C. Aliquotas de 150
pL foram tomadas a partir do compartimento basolateral ao final de cada periodo de
incubacdo (30, 60, 120 e 180 minutos (3 horas)). Em cada tempo, o volume de meio
basolateral foi reposto com o mesmo volume retirado. Ao final do ensaio, retiraram-se 0s
meios e lavou-se a monocamada com Hanks gelado pH 5.0 (2 mL no compartimento
basolateral) e Hanks 7.4 se soro (1,5 mL no compartimento apical) e mediu-se a resisténcia da
monocamada em cada poco. Apds ensaio, cada aliquota tomada foi acidificada com 1 % (v/v)
de HCI 6 M e congelada a -18 °C, até a analise por CLUE (Figura 27).

Figura 27- Fotografia do Ensaio de Transporte com as células MKN-28 nos insertos
transweel de 6 pocos dos digeridos gastricos das antocianinas do p6 das cascas da jabuticaba,
jambo e Jamelao
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3.2.17 Avaliacao estatistica da bioacessibilidade

As avaliacOes estatisticas realizadas neste trabalho foram feitas através da Analise de
Variancia (ANOVA one-way) seguida pelo teste de Tukey. As diferencas foram
consideradas significativas quando p<0,05. As avaliacbes foram realizadas em software
GraphPad Prism 5, verséo 5.1.

3.2.18 Avaliacao estatistica do estudo de Transporte

Todos os valores foram expressos como médias aritiméticas + SEM. Foram avaliadas
as diferencas estatisticamente diferentes entre grupos atraves da Analise de Variancia (two
way ANOVA) seguida pela correcdo de multipla comparacdo do teste de Bonferroni. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. As avalia¢Oes
foram realizadas em software GraphPad Prism 5, versdo 5.1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 12 Etapa- Selegdo dos Frutos mais promissores, em termos de bioacessibilidade de
antocianinas, para a realizacao dos estudos de transporte

Evidéncias na literatura apontam sobre a baixa biodisponibilidade das antocianinas a
nivel intestinal, resultando em valores < 1% (FARIA, et al., 2009) por esta razdo, foram
selecionadas para 0s estudos de permeacdo apenas as matrizes mais promissoras em termos de
bioacessibilidade, ou seja, aquelas que resultaram em valores elevados, nas quais as
antocianinas presentes se apresentavam mais disponiveis para captacdo celular. Assim, nesta
etapa todos os frutos que constam na tabela 7, foram submetidos ao processo de digestédo oral,
gastrico e intestinal e tiveram suas concentracdes determinadas antes e apds estas etapas
(Tabela 11). Além dos pos da casca de frutos pertencendo ao Projeto, outros frutos in natura
também foram utilizados, a fim de estudarmos possiveis diferencas de comportamento das
antocianinas, quando inseridas em matrizes secas ou frescas.

4.1.1 Morango

A avaliacdo das antocianinas monoméricas do morango resultou em valores de
34,57+0,75 mg.100™ g antes da digestéo in vitro, sendo possivel a identificacdo das seguintes
ACNs majoritarias: cianidina-3-O-glicosideo (14%) Pelargonidina-3-O-glicosideo (78%) e
Pelargonidina-3-O-rutinosideoe (7%) (Figura 28), as quais ja foram relatadas previamente por
outros autores (BAIAMONTE et al., 2009). Apds a digestdo oral, gastrica e intestinal, ocorreu
uma reducdo na recuperagdo destes compostos, onde foram detectadas aproximadamente
4,48+0,08 % da concentragdo inicial (Tabela 11), com a manutengdo das trés antocianinas,
sendo a maior perda atribuida a cianidina-3- O-glicosideo (97% de sua concentracéo inicial) e
a menor a pelargonidina-3-O-rutinosideo (94%), no entanto, com elevadas perdas. Kosinska-
Cagnazzo e colaboradores (2015) investigaram a bioacessibilidade de antocianinas em
morangos e encontraram resultados em torno de 80% de bioacessibilidade, sendo a maior
perda também atribuida a cianidina-3-O-glicosideo, seguida pela a pelargonidina-3-O-
glicosideo, resultados que corroboram para o presente trabalho. O elevado valor de
bioacessibilidade encontrado pelos autores pode ser atribuido ao tratamento inicial do fruto,
que apos ser coletado, foi congelado a -20°C. Este fato certamente favoreceu a formacdo de
cristais de gelo e ao rompimento das células vegetais ap6s seu descongelamento. A lise destas
células facilita a disponibilizacéo e liberacdo das antocianinas do fruto, resultado em elevados
valores de bioacessibilidade.

Os tempos de retencdo e 0s espectros de absor¢do a 520nm sdo caracteristicos das
antocianinas descritas. Em pH intestinal (6.5) ocorre uma elevada reducdo do seu contetdo, o
que deve-se a transformacdo do cation flavilio a sua forma de chalcona incolor em pH
intestinal (pH 6,5-7,0).
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Figura 28- Cromatogramas representativos do perfil de antocianinas encontrados no morango
antes (2) e apds (1) as etapas da digestdo in vitro. Os tempos de retencdo e espectros de
absorcdo a 520 nm caracterizam 0s seguintes picos: P1- Cianidina-3-O-glicosideo, P2-
Pelargonidina-3-O-glicosideo e P3- Pelargonidina-3-O-rutinosideo

A figura 29 apresenta os valores percentuais de bioacessibilidade de cada umas das
ACN, relativos ao valor total encontrado. Estes dados demonstraram que dentre as trés
antocianinas, a pelargonidina-3-O-glicosideo apresenta maior percentual relativo. Este
composto corresponda ao pico de maior concentragdo no cromatograma, sendo
numericamente responsével pelo maior valor relativo de bioacessibilidade, apresentando
elevadas concentracfes antes e apds a digestao.

Morango
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Fracdo da bioacessibilidade (%)

Antocianinas

Figura 29- Percentual de contribuigdo de cada antocianina no valor total de bioacessibilidade
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Outro fator que pode contribuir para a degradacdo das antocianinas é a presenca de
oxigénio, pois em experimentos realizados por Daravingas e Cain (1968) em suco de
framboesa, eles demonstraram haver reducdo da degradacdo das antocianinas quando as
mesmas foram analisadas sob atmosfera de nitrogénio, afirmando ser este o segundo fator de
maior degradacdo, atras apenas do pH. Segundo Manach e colaboradores (2005), os fatores
que levam a degradacdo podem ter afetado de forma tdo intensa as antocianinas, que
ocasionaram a abertura do anel central e destruicdo do croméforo e assim impedindo que o
método analitico utilizado ndo fosse capaz de detectar os novos produtos gerados e desta
forma subestimando os valores de bioacessibilidade. Esta explicagdo parece bem razoavel, ja
que as formas monoglicosiladas sdo as mais instaveis, quando comparadas as formas di e
triglicosiladas (HARBORNE, 1994). Pode-se também inferir sobre possibilidade destes
compostos ndo terem sido liberados da matriz do fruto, ja a que digestdo ¢ uma forma de
“Extragdo Natural”. Muitas vezes os outros constituintes da matriz dificultam a sua saida,
impedindo sua dissolucdo e portanto, sua disponibilidade para ser captada pelos enterdcitos,
embora as antocianinas sejam derivadas de antocianidinas polares, ligadas a mono e
diglicosideos, que aumentam a solubilidade em agua.

Assim, estes resultados indicam que embora a perlagoidina-3-rutinosideo esteja
em baixa concentracdo inicial da matriz ela é a antocianinas que sofre menor degradacéo,
resultando em valores maiores de bioacessibilidade. A estrutura volumosa da fracéo
rutinosideo (ramonise + glicose) deve ser responsavel pela protecdo dos grupamentos
hidroxilas dos anéis B e C, tornando a molécula menos susceptivel. Wu e colaboradores
(2006) também observaram que cerca de 58 % de uma dose de antocianinas desaparecia a
partir do trato gastrointestinal dentro de 4 h apds uma refeicdo tal como determinado pela
recuperacdo no duodeno, ileo, ceco e colon. No entanto, eles verificaram também que o grau
de desaparecimento variava consideravelmente dependendo da antocianina, sendo de 98 %
para a cianidina- 3-glicosideo e de apenas 22 % para a cianidina- 3-sambubiosideo. Prior e
Wu (2005) também ja haviam verificado que em experiementos de excrecdo urinéria, a
cianidina-3-glicosideo apresentou menores valores, quando comparada a cianidina-3-
rutinosideo, supondo que a estabilidade do derivado diglicosilado pode estar relacionada a
protecdo da sua molécula contra o meio alcalino e enzimas.

Assim, devido aos seus baixos valores de bioacessibilidade, este fruto ndo foi
selecionado como uma fonte promissora para a realizacdo dos estudos de transporte, ja que
sua quantificacdo posterior sera dificultada, por sua baixa concentracdo inicial, bem como por
seu baixo valor de bioacessibilidade.

4.1.2 Tamarilho
A concentragéo total de antocianinas foi de 19,51+0,03 mg/100g antes da digestdo in
vitro, com a identificacdo a 520nm de quatro antocianinas. O pico 1 ndo foi identificado (P1),

Delfinidina-3-O-rutinosideo (P2), Cianidina-3-O-rutinosideo (P3) e Pelargonidina-3-O-
rutinosideo (P4), sendo P2 a antocianina majoritaria (Figura 30) .
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Figura 30- Cromatogramas representativos do perfil de antocianinas encontrados no
tamarilho antes (2) e ap0s (1) as etapas da digestdo in vitro. Os tempos de retencdo e espectros
de absorcdo a 520 nm caracterizam os seguintes picos: P1- ndo identificado, Delfinidina-3-O-
rutinosideo (P2), Cianidina-3-O-rutinosideo (P3) e Pelargonidina-3-O-rutinosideo (P4).

Além disso, a bioacessibilidade de cada antocianina foi calculada e os resultados
estdoa presentados na Figura 31, indicando que a pelargoidina-3-O-rutinosideo apresentou
elevada concentragdo incial antes da digestdo e manteve um elevado valor de
bioacessibilidade. Este fato confirma o comportamento estrutural desta antocianina também
encontrada no morango. Além disso, este fruto nos permitiu comparar o comportamento das
antocianidinas: delfinidina, cianidina e pelargonidina quando ligadas a mesma fracdo

rutinosidica. Os valores indicam que quanto mais polar é a antocianidina, menor sera sua
estabilidade no TGI.

Tamarilho

Bioacessibilidade (%)

Antochagina

Figura 31- Percentual de bioacessibilidade de cada antocianina isoladamente: N&o
identificado (P1), Delfinidina-3-O-rutinosideo (P2), Cianidina-3-O-rutinosideo (P3) e
Pelargonidina-3-O-rutinosideo (P4).
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Como esta matriz ndo havia sido estudada anteriormente, procedeu-se a sua
caracterizagcdo. Os tempos de retencdo e 0s espectros de absorgdo sugeriram a presenca das
antocianidinas descritas acima. Além disso, os tempos de retencdo sugeriam também néo se
tratar de antocianidinas (agliconas) devido a sua polaridade e por isto os tipos de agucares e
posicBes permaneceram duvidosos, sendo entdo necessaria a confirmacao por Espectrometria
de massa. Todos os picos, representativos das antocianinas, foram isolados e concentrados
utilizando uma valvula seletora de fracdes. O composto correspondente ao picol estava
excessivamente diluido e por isto ndo foi possivel fazer sua identificagdo. Embora néo tenha
sido identificada, ela também néo foi detectada apos a digestdo, indicando se tratar de uma
antocianina com caracteristicas de instabilidade quimica, ja que sua alta solubilidade em meio
aquoso (indicativo de sua polaridade), possibilitaria sua liberacdo da matriz.

O espectro de MSMS de cada pico isolado com 15V de energia de transfer e 6V de
trap geraram a fragmentacdo dos seguintes ions moleculares de m/z 611,16; 465,11 e 595.16,
respectivamente P2, P3 e P4. O ion molecular m/z 611,16, ap6s fragmentacdo, deu origem ao
fragmento de m/z 465.11, que indica a perda de uma molécula de uma raminose (m/z 146) e
depois de glicose (m/z 162), gerando a aglicona (m/z 303,05) que a m/z que corresponde a
molécula da delfinidina, e por estas razdes podemos supor que seria a delfinidina-3-O-
rutinosideo, j& que quando ha apenas uma substituicdo com glicosideo, a posi¢do 3 do anel
central ¢é a preferencial (HARBONE et al., 1994), mais estavel e frequente (Figura 32b). Além
disso, observou-se que a utilizagcdo de energia de 15 V de tranfer, produziu fragmentacGes
com intensidade maior do ion m/z 465(que corresponde a perda de m/z 146), no entanto com
uma energia menor de 8 ou 10 V produziu fragmentos gerando a aglicona (m/z 303,05) com
maior intensidade, o que correspondia a perda da rutinose (raminose + glicose) completa.
Desta forma, foi verificado que baixas energias tendem a gerar as fragmentac6es da rutinose,
enguanto energias maiores tentem a produzir o fragmento com a perda da raminose.
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Figura 32- Espectro de massa com analisador por tempo de véo dos picos delfinidina-O-3-
grutinosideo (P2), Cianidina-3-O-rutinosideo (P3) e Pelargonidina-3-O-rutinosideo (P4).

O espectro de MSMS do pico 3 isolado com 15V de energia de transfer e 6V de trap
gerou a fragmentacdo do ion molecular de m/z 595.16, com perda do fragmento de m/z 146
(raminose), dando origem ao fragmento m/z 449,10 e depois de glicose (m/z 162), gerando a
aglicona (m/z 287,05) que a m/z corresponde a uma molécula de cianidica 3-O-rutinosideo. O
mesmo comportamento de perdas de fragmentos e energia utilizada foi observado durante a
fragmentacdo da mesma. Ja o espectro de MSMS do P4 produziu o ion molecular m/z 579.17,
com perda do fragmento de m/z 146 (raminose), dando origem ao fragmento m/z 433,12 e
depois perda de glicose (m/z 162), gerando a aglicona (m/z 271,06) que a m/z corresponde a
uma molécula de Pelargonidina-3-O-rutinosideo (Figura 32).

O perfil de antocianinas permaneceu constante, embora tenha ocorrido um grande
reducdo nas concentragdes finais apos a digestdo gastrintestinal, onde a bioacessibilidade foi
de 0,29+0,008(%) (Tabela 11). A estabilidade das antocianinas é maior sob condicGes &cidas,
ja que é sabido que as antocianinas se apresentam na forma do cation flavulium, capazes de
atuar como compostos antioxidantes. A baixa recuperacdo das antocianinas pode ser
parcialmente devido a transformacédo do céation flavilio a sua forma de chalcona incolor em
pH intestinal (pH 6,5-7,0), gerando a redugédo da sua atividade antioxidante. Este fruto ndo
representa uma fonte promissora para a realizacdo dos estudos de absorcdo, ja que sua
quantificacdo posterior sera dificultada, por sua baixa concentracgdo inicial, bem como por seu
baixo valor de bioacessibilidade.
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Figura 33- Percentual de contribuigdo de cada antocianina no valor total de bioacessibilidade

A figura apresenta o percentual de contribuicdo de cada antocianina e verificou-se qua
a pelargonidina 3-O-rutinosideo aprentou maior contribui¢do, o0 que ja era esperado pois a
mesma estava em elevada concentracdo inicial, no entanto o que se observou também, que
embora a cianidina-3-O-rutinosideo apresentasse concentracdo inicial semelhante a ela,
indicou valores quase trés vezes inferior de contribuicdo na bioacessibildade (Figura 33).

4.1.3 Amora

A concentragéo total de antocianinas foi de 32,60+4,20 mg/100g antes da digestdo in
vitro, onde identificacdo do perfil cromatografico extraido a 520nm indicou a presenca de
quatro antocianinas, Cianidina-3-O-glicosideo(P1) e Cianidina-3-O-rutinosideo (P2), (P3) e
P4, sendo as P1 e P2 as antocianinas majoritarias (Figura 34). Os tempos de retencdo e 0s
espectros de absorcdo no UV-Vis a 520nm de cada pico sdo caracteristicos das antocianinas
descritas.
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Figura 34- Cromatogramas representativos do perfil de antocianinas encontrados na amora
antes (2) e apds (1) as etapas da digestdo in vitro. Os tempos de retencdo e espectros de
absorcdo a 520 nm caracterizam os seguintes picos: Cianidina-3-O-glicosideo (P1) e
Cianidina-3-O-rutinosideo (P2). Os picos P3, P4 e P5 nédo foram detectados apos a digestao.

Ap0s a digestdo foi possivel detectar os picos 1 e 2 que sdo 0s picos majoritarios, no
entanto os demais ficaram abaixo do limite de quantificacdo. Além disso, ocorreu uma grande
reducdo nas concentracdes finais apds a digestdo gastrintestinal, representando uma
bioacessibilidade foi de 1,78+0,11 (Tabela 11).
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Figura 35- Percentual de contribui¢do de cada antocianina no valor total de bioacessibilidade.

Em valores, as duas antocianias contribuiram de forma semelhante para o valor final
de bioacessibilidade, no entanto, verificou-se que a concentracdo inicial de cianidina-3-O-
glicosideo foi trés vezes superior a da cianidina-3-O-rutinosideo, o que significou dizer que a
cianidina-3-O-rutinosideo foi trés vezes mais estavel que a primeira, mantendo sua estrutura
em pH alcalino (Figura 35). Este fruto ndo representou uma fonte promissora para a
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realizacéo dos estudos de absorcéo, ja que sua quantificacéo posterior sera dificultada, por sua
baixa concentracéo inicial, bem como por seu baixo valor de bioacessibilidade.

4.1.4 Jameldo

A concentracdo total de antocianinas foi de 335,98+13,90mg/100g antes da digestdo in
vitro, onde identificacdo do perfil cromatogréafico extraido a 520nm indicou a presenca de
quatro antocianinas, delfinidina-3,5-O-diglicosideo (P1), Cianidina-3,5- diglicosideo (P2),
petunidina 3,5-diglicosideo (P3) e malvidina-3,5-O-diglicosideo (P4), sendo as P1 e P3 e P4
as antocianinas majoritarias (Figura 36). Os tempos de retencdo e 0s espectros de absor¢cdo no
UV-Vis a 520nm de cada pico séo caracteristicos das antocianinas descritas.
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Figura 36- Cromatogramas representativos do perfil de antocianinas encontrados no jameldo
antes (2) e apds (1) as etapas da digestdo in vitro. Os tempos de retencdo e espectros de
absorcdo a 520 nm caracterizam 0s seguintes picos: delfinidina-3,5-O-diglicosideo (P1),
Cianidina-3,5-O- diglicosideo (P2), petunidina-3,5-O-diglicosideo (P3) e malvidina-3,5-O-
diglicosideo (P4).

O perfil de antocianinas permaneceu constante, ocorrendo uma discreta reducdo nas
concentrages finais apos a digestdo gastrintestinal, onde a bioacessibilidade calculada foi de
76,99+1,55(%) (Tabelall), quando comparada as demais matrizes. Este resultado indica que
uma fragdo grande das antocianinas foi liberada da matriz, entrou em solucdo, por ser um
composto altamente hidrofobico, além de sofrer baixa degradacdo durante a digestdo. Este
fato pode ser explicado pela presenca das trés antocianinas diglicosiladas, ja que segundo
FRANCIS e colaboradores (1989) a estabilidade das antocianinas substituidas com di e/ou
triglicosideos € maior quando comparadas com suas correspondentes monoglicosiladas. Os
dois glicosideos conferem as mesmas, maior solubilidade, facilitando sua saida na matriz
alimenticia a fim de entrar em solucdo. Além disso, as antocianinas presentes apresentam suas
agliconas com radicais metoxilados no anel B, conferindo também a esta estrutura maior
estabilidade. Este fruto € uma fonte promissora para o estudo de absorcéo, utilizando a cultura
de células Caco-2.

72



Jamelao

[any
a1
g

100+

a
e

Frac&o da bioacessibilidade (%)

0 T T
Q) QS QS QY
‘\Q\\ '\Q\\ ’\Q\\ ’\0)\\
QO S S S O
O% \2) \2) \2) N2
NS N

Antocianinas

Figura 37- Percentual de contribuigdo de cada antocianina no valor total de bioacessibilidade.

A Figura 37 apresenta os valores percentuais de bioacessibilidade de cada umas das
ACN, relativos ao valor total encontrado. Estes dados demonstraram que dentre as quatro
antocianinas caracterizadas, trés delas (delfinidia-3,5-O-diglicosideo, petunidina-3,5-O-
diglicosideo e malvidina-3,5-O-diglicosideo) apresentaram contribuicdo semelhante,
observacdo que ratifica o papel de protecdo que os acucares diglicosideos conferem a
molécula.

4.1.5 Guajiru

A concentracdo total de antocianinas foi de 1,75+0,05mg/100g antes da digestdo in
vitro, onde identificacdo do perfil cromatografico extraido a 520nm indicou a presenca de
duas antocianinas, delfinidina-3-O-glicosideo (P1), Cianidina-3-O-glicosideo (P2 sendo as
duas majoritarias (Figura 38). Os tempos de retencdo da amostra antes da digestao caracteriza
as antocianinas ja identificadas em analises prévias, bem como os espectros de absorg¢do no
UV-Vis a 520nm de cada pico. Apds a digestdo, a quantificagdo das antocianias ficaram
comprometidas devido a excessiva diluicdo do digerido final, o que foi observado pela razdo
entre o sinal e o ruido no cromatograma. No entanto, esta € uma matriz que ja foi muito
estudada e caracterizada pelo grupo de pesquisa, tendo suas antocianinas ja confirmadas por
Espectrometria de Massa.
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Figura 38- Cromatogramas representativos do perfil de antocianinas encontrados no guajiru
antes (2) e apds (1) as etapas da digestdo in vitro. Os tempos de retencdo e espectros de
absorcdo a 520 nm caracterizam os seguintes picos: delfinidina-3-O-glicosideo (P1) e
Cianidina-3-O-glicosideo (P2).

Apo0s a digestdo, o perfil das antocianinas permaneceu constante, havendo a reducéao
das concentracdes finais e obtendo valores de bioacessibilidade de 19,54+0,08 (%) (Tabela
11). Embora néo seja um valor alto, pode ser considerado bastante interessante, visto que este
fruto apresentou baixa concentracdo inicial. Para as antocianinas em questdo podemos inferir
que era as mesmas sofreram degradacdo por apresentarem duas antocianinas, com as
agliconas mais instaveis: delfinidina (dois grupos —OH) e cianidina (um radical —OH) ligados
ao anel B, no entanto as mesmas poderiam estar ligadas a outros componentes (tais como
fibras) da matriz, as protegendo contra a degradacdo. Assim, devido aos seus baixos valores
iniciais, este fruto ndo representa uma fonte promissora para a realizacdo dos estudos de
transporte, ja que sua quantificacdo posterior sera dificultada, por sua baixa concentracdo
inicial.
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Figura 39- Percentual de contribuicdo de cada antocianina no valor total de bioacessibilidade.
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A Figura 39 apresenta os valores percentuais de bioacessibilidade de cada umas das
ACN, relativos ao valor total encontrado. Estes dados demonstraram que as duas antocianinas
encontradas (delfinidia-3-O-glicosideo, cianidina-3-O-glicosideo) apresentaram a mesma
contribuicéo final no valor finla de bioacessibilidade.

4.1.6 Jabuticaba

A concentracdo total de antocianinas foi de 326,22+15,08mg/100g antes da digestéo in
vitro, onde identificacdo do perfil cromatogréafico extraido a 520nm indicou a presenca de
duas antocianinas: delfinidina-3-O-glicosideo (P1), cianidina-3-O-glicosideo (P2), sendo as
duas majoritérias (Figura 40).
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Figura 40- Cromatogramas representativos do perfil de antocianinas encontrados na
jabuticaba antes (2) e apds (1) as etapas da digestdo in vitro. Os tempos de retencdo e
espectros de absorcdo a 520nm caracterizam o0s seguintes picos: delfinidina-3-O-glicosideo
(P1) e Cianidina-3-O-glicosideo (P2).

Ap0s a digestdo o perfil de antocianinas permaneceu constante, havendo a redugéo das
concentrages finais e obtendo valores de bioacessibilidade de 19,07+1,13 (%) (Tabelall). A
possivel explicacdo para a degradacdo das antocianinas em questdo, deve ao fato de
apresentar as duas antocianinas, com as agliconas mais instaveis, tais como a delfinidina (dois
grupos — OH) e cianidina (um radical —OH) ligados ao anel B, sofrendo em pH 6.5-7.0 o
ataque nucleofilico da agua, gerando a chalcona e destruindo o cromdéforo da aglicona.
Embora este fruto ndo tenha apresentado um resultado de bioacessibilidade alto, ele pode ser
uma fonte promissora para a realizacdo dos estudos de absorcdo, ja que apresenta uma
concentracgéo inicial alta, o que facilita sua quantificagdo posterior.

A Figura 41 apresenta os valores percentuais de bioacessibilidade de cada umas das
ACN, relativos ao valor total encontrado. Estes dados demonstraram que a delfinidia-3-O-
glicosideo contribui siginificativamente muito pouco para o valor final de bioacessibilidade,
comparativamente a cianidina-3-O-glicosideo.
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Figura 41- Percentual de contribui¢do de cada antocianina no valor total de bioacessibilidade.
(**) Houve diferenca significatica p<0,05

4.1.7 Jambo

A concentracéo total de antocianinas foi de 219,46+6,75mg/100g antes da digestéo in
vitro, onde a identificacdo do perfil cromatografico extraido a 520nm indicou a presenca de
duas antocianinas: cianidina-3,5-O-diglicosideo (P1), cianidina-3- O-glicosideo (P2), sendo as
duas majoritarias (Figura 42).
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Figura 42- Cromatogramas representativos do perfil de antocianinas encontrados no jambo
antes (2) e apds (1) as etapas da digestdo in vitro. Os tempos de retencdo e espectros de
absorcdo a 520 nm caracterizam 0s seguintes picos: cianidina-3,5-O-diglicosideo (P1),
cianidina-3-O-glicosideo (P2).

O perfil de antocianinas permaneceu constante, embora tenha ocorrido a reducdo nas
concentragOes finais apds a digestdo gastrintestinal, onde a bioacessibilidade foi de 6,50+0,01
(%) (Tabelall). Os tempos de retencdo e os espectros de absor¢do no UV-Vis a 520nm de
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cada pico sdo caracteristicos das antocianinas ja estudadas na matriz. Este fruto néo
representou elevados valores de bioacessibilidade, no entanto, por apresentar elevados valores
de concentracdo inicial de antocianinas, 0 mesmo sera testado nos Ensaios de Transporte.
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Figura 43- Percentual de contribui¢do de cada antocianina no valor total de bioacessibilidade.
(**) Houve diferenca significatica p<0,05

4.1.8 Mirtilo

Um total de vinte e um (21) antocianinas foram observados e quantificados a partir de
mirtilo: delfinidina-3-galactosido, delfinidina-3-glicosde, cianidina-3-galactdsido, delfinidina-
3-arabindsido, cianidina-3-glicoside, petunidina-3- galactosido, cianidina-3-arabinésido,
petunidina-3-glicoside, peonidina-3-galactésido, petunidina-3-arabinésido, peonidina-3-
glicosde, malvidina-3-galactosido, peonidina-3-arabinosido, malvidina-3-glicosde, malvidina-
3-arabinoside, petunidina + acetoyl + hexose, malvidina + acetoyl + hexose (Figura 44A).
Todas as antocianinas ja& havia sido descrito por outros estudos (WU & PIOR, 2005;.
LOHACHOOMPOL et al., 2008; MULER, SHANTZ; RICHILING, 2012), porém ndo no
mesmo fruto. A quantidade total de antocianinas foi 125mg100g-1 (Tabela 11). Na literatura,
os dados de teor de antocianinas variam consideravelmente devido a diferencas genéticas
entre variedades selvagens e cultivadas. Alguns desses valores foram medidos entre
738mg100g™ peso fresco e 36 mgl00g™ peso fresco, de amoras silvestres e cultivadas
respectivamente (Kahle et al., 2010). Este estudo permitiu a identificacdo de 5 dos 6
antocianidinas mais abundantes: cianidina (Cy), delfinidina (Dp), petunidina (Pt), peonidina
(PN) e malvi ar (Mv), com combinacBes dos trés tipos de acucar (glicose, galactose e
arabinose).
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Figura 44- Cromatogramas por CLAE do perfil de antocianinasdo mirtilo antes (A) e apds
(B) a digestion in vitro. Os picos presents em ambos 0os cromatatogramas sao: Delfinidina-3-
O-galactosideo (1), Delfinidina-3-O-glicosideo (2), Cianidina-3-O-galactosideo (3),
Delfinidina-3-O-arabinosideo (4), Cianidina-3-O-glicosideo (5), Petunidina-3-O-galactosideo
(6), Cianidina-3-O-arabinosideo (7), Petunidina-3-O-glicosideo (8), Peonidina-3-O-
galactosideo (9), Petunidina-3-O-arabinosideo (10), Peonidina-3-O-glicosideo (11),
Malvidina-3-O-galactosideo  (12), Peonidina-3-O-arabinosideo (13), Malvidina-3-O-
glicosideo(14), Malvidina-3-O-arabinosideo (15), Petunidina+ acetil + hexose (16), N&ao
identificados (17,18, 19 and 21), malvidina + acetoil+ hexose (20)

A digestdo in vitro foi testada a fim de determinar a influéncia das condiges
fisiologicas na manutencdo de antocianinas. As antocianinas totais mantiveram-se estaveis
apos a fase gastrica (dados ndo publicados), mas houve uma significativa diminuicdo na
recuperacdo ap6s a digestdo intestinal. Apenas cerca de 6,5 mg.100g™ de antocianinas foram
detectados apos digestdo intestinal, o que representou 5,2 % do conteddo inicial.

78



Mirtilo
1501

1004

N

NN

)
»
>

RN

Fracdo da bioacessibilidade (%)
Q

Antocianinas

Figura 45- Percentual de contribuigdo de cada antocianina no valor total de bioacessibilidade.

Esta reducdo pode ser atribuida ao efeito do processo de digestdo, especificamente,
para a acdo de enzimas, compostos organicos e pH sobre os compostos bioactivos e dos
outros componentes da matriz alimentar. Para 0s compostos como as antocianinas, os valores
de pH tém um efeito notavel sobre a sua estabilidade e na cor dos meios de comunicacéo.
Sabe-se que em solucfes aquosas, antocianinas existir como um namero de diferentes formas
moleculares que estdo em equilibrio dindmico (ASENSTORFER et al., 2003). Medida que o
pH é inferior a 2, forma molecular antocianina é apresentado como um catido flavilio, a forma
mais abundante, com uma cor vermelha. Como o pH aumenta, ha uma desprotonacdo rapida
para formar uma base de quinoidal (azul) e depois de uma hidratacdo mais lenta do catido
flavilio ocorre, existe um equilibrio entre Z e E (chalcona-carbitol) formas (incolor) (LOPES
et al., 2007). Em um modelo estatico de digestdo, a valores de pH intestinais (6,5-7,0) ocorreu
a destruicdo do cromoforo antocianina, o que levou a uma dificuldade na sua identificacéo e
quantificacdo. Previamente, outros autores relataram que o estudo de antocianina é complexo
devido a sua aparente muito baixa biodisponibilidade, que pode ser atribuida a alta
instabilidade destas moléculas na condig&o alcalina moderada do intestino delgado (PEREZ-
VECENTE; GIL-1IZQUIERDO; GARCIA-VIGUERA, 2002) e porque flavilio catido séo
provavelmente demasiado tais muito hidrofilico para penetrar a parede do intestino por
difusdo passiva (MANACH et al., 2004). Apos a digestdo in vitro, houve uma diminuigéo
significativa na deteccdo de picos 1, 2, 4, 5, 8, 10, 16, 17, 18, 19 e 21 (Figura 44). Estes
resultados mostraram que todas as formas de delfinidina (picos 1, 2 e 4) ndo foram detectados
apos a digestdo, provavelmente devido a sua alta sensibilidade para o efeito alcalino
comparando as demais antocianinas ou devido a polimerizagdo deste composto, produzindo
uma forma indetectavel. Também, parte das antocianinas poderiam co-precipitar com
complexos insollveis ou particulas apresentados na bile ou sais pancreaticos. Outro resultado
importante foi a de que todas as formas malvidina, incluindo a forma de acetilato, foram
estaveis e confirmada apds a digestdo. Estas espécies tém dois grupos metilo no anel B
(posicdes R1 e R3), que pode causar um efeito estérico na molécula. Esta caracteristica pode
ter as formas malvidina protegido contra a degradacdo, promovendo uma contribuicdo de
mais do que 30 % para a biodisponibilidade total de antocianina. Trabalhos recentes

79



estudaram os efeitos de uma fonte rica em gordura sobre a biodisponibilidade de antocianinas
mirtilo, utilizando o modelo TIM, mostrou que a malvidina-3-O-arabindsido foram duas
vezes mais bioaccessible sob condicdes de jejum (RIBNICKY et al., 2014), corroborando 0s
nossos achados

A observacao dos espectros de absor¢do maxima de cada pico foi uma ferramenta
util para caracterizar as antocianinas, porque elas fornecem informagfes sobre a natureza
aglicona (WORSTALD; HONG, 1990). Apos o isolamento das antocianinas, antes e apos a
digestdo usando a valvula de selecdo, a analise com detector de massa exata Q - TOF (ESI +)
permitiu a identificacdo do ion molecular m/z de cada substancia, bem como a fragmentacao
de ion de EM/EMS (Figura 46) .
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Figura 46- Espectros de ESI- EM/EM dos sete principais picos detectados ap6s a digestdo in
vitro (picos de 3, 6,7, 9, 11, 12 e 15).

Dezessete (17) antocianinas foram isoladas e caracterizadas por CLAE-EM antes de
digestdo in vitro (Tabela 10). Os dados mostraram por antocianina perfil cromatograma a 520
nm (tempo de retencdo, sequéncia de eluicédo, e espectros de absor¢cdo méaxima) e o espectro
de ESI-MS (ion molecular) e fragmento permitiu a determinacdo do tipo de aclcar e o grupo
ligado a ou as antocianidinas antocianina respectivamente. A Espectrometria de massa
permitiu a identificagdo de um co-eluicdo de dois picos (picos 04/03 e 10/09 ) . O pico 1 (
Figura 44A ) revelou um ion molecular para m/z 465 e um fragmento i&o a m/z 303 ,
indicando que era um derivado de delfinidina (Tabela 10) . A perda de 162 unidades de massa
corresponde a uma molécula de uma galactose. Assim, foi identificado como delfinidina - 3 -
galactésido . A partir de picos 16 a 21, estas antocianinas foram descritas como substancias
menos polares, porque , de acordo com o fragmento do ion molecular provavelmente
perderam 42 unidades de massa, como o acido acético e 86 unidades de massa, como 0 acido
maldnico (dados ndo mostrados) .
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Tabela 10- Identificacdo de antocianinas em extracto de mirtilo por ESI - MS / MS

[M+] (m/z [M+] m/z MS?* (m/z) MS? (m/z)
Pico tr AVis-max (nm) (Calculado) (Observdo) (Calculado) (Observado)  Antocianina
1 3,60 5215 465,1033 465,0504 303,0505 303,0183 Delfinidina-3-galactosideo
2 4,17 522,4 465,1033 465,0918 303,0505 303,0501 Delfinidina -3-glicosideo
3 4,78 516,5 449,1084 449,0280 287,0556 287,0024 Cianidina-3-galactosideo
4 4,78 521,4 435,0928 435,0141 303,0505 303,0509 Delfinidina -3-arabinosideo
5 5,59 516,5 449,1084 449,1284 287,0556 287,0676 Cianidina-3-glicosideo
6 6,00 526,2 479,1189 479,1103 317,0661 317,0650 Petunidina-3-galactosideo
7 6,33 516,5 419,0979 419,0266 287,0556 287,0586 Cianidina-3-arabinosideo
8 7,01 526,2 479,1189 479,1209 317,0661 317,0431 Petunidina-3-glicosideo
9 8,00 516,5 463,1240 463,0354 301,0712 301,0123 Peonidina-3-galactosideo
10 8,00 526,5 449,1084 449,0284 317,0661 317,0039 Petunidina-3-arabinosideo
11 9,08 526,5 463,1240 463,1452 301,0712 301,0835 Peonidin-3-glicosde
12 9,38 526,5 493,1346 493,0297 331,0818 331,0156 Malvidina-3-galactosideo
13 10,02 516,5 433,1100 433,0352 301,0712 301,0186 Peonidina-3-arabinosideo
14 10,50 526,2 493,1346 493,0379 331,0818 331,0222 Malvidina-3-glicosideo
15 11,69 526,2 463,1241 463,0354 331,0818 331,0156 Malvidina-3-arabinosideo
16 13,77 526,7 521,1295 521,1738 317,0661 317,0971 Petunidina+ acetil + hexose
17 14,50 526,2 Néo NI Né&o identificado

identificado

18 15,45 ND NI NI Né&o identificado
19 16,46 520,1 NI NI Nao identificado
20 17,75 526,4 535,1452 535,1864 331,0818 331,1046 Malvidina+ acetil+ hexose

ND: ndo determinado; UN: unido



O presente estudo demonstrou que o processo de digestdo in vitro foi capaz de
promover a libertacdo da antocianina a partir do mirtilo, sob as condices fisioldgicas e
que também este ambiente teve um efeito negativo sobre a estabilidade destes
compostos. Foram quantificados cerca de 6,5 mg.100g ~* de antocianinas apés digestdo
intestinal, o que representou em 5,2% do teor inicial. Este valor pode ser explicado pela
degradacdo ou por conversdo destas antocianinas para formas ind. Além disso,
verificou-se que todas as formas de delfinidina foram instaveis e ndo detectadas apds a
digestdo e que todas as formas malvidinas, incluindo a forma de acetil, foram estaveis,
confirmada apds a digestdo e resultando em contribuicdo de mais do que 30 % para a
bioacessibilidade total das antocianinas. Estes resultados séo bastante interessantes, a
fim de ajudar a comunidade cientifica a encontrar respostas para algumas duvidas sobre
antocianinas biodisponibilidade.

4.1.9 Comparagao entre frutos

Um resumo dos resultados das analises de todos os frutos estudados esta
apresentado na tabela 11 e o calculo da bioacessibilidade de ACN totais. Assim, entre
eles, destacam-se os resultados de bioacessibilidade da jabuticaba, do jameldo, do jambo
e do guajiru. Exceto o guajiru, os outros trés frutos apresentaram concentracdes iniciais
elevadas, o que possibilita que as ACN sejam quantificada, embora ocorra degradagéo e
formacdo da forma chalcona em meio alcalino.

Tabela 11- Valores de concentracdo das antocianinas totais antes e apds a digestdo in
vitro e bioacessibilidade relativa.

Frutos Antocianinas Antocianinas Bioacessibilidade
monomeéricas antes monomeéricas apos total(%o)
digestdo in digestao in vitro
vitro(mg/100g) (mg/10009)
Tamarilho 19,51+0,03 0,060,002 0,29+0,03
Guajiru 1,75+0,05 0,340,009 19,54+0,05
Jabuticaba 326,22+15,08 62,22+3,53 19,07+3,53
Jambo 219,4616,75 14,26+0,67 6,50+0,67
Jamelao 335,98+13,90 258,68+5,21 76,99+1,55
Morango 34,57+0,75 1,55+0,007 4,48+0,75
Amora 32,60+4,20 0,58+0,004 1,78+0,11
Mirilo 125,2745,43 6,5+1,03 5,20+1,03
Média £DV, n=3
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Figura 47- Comparacdo dos valores de bioacessibilidade encontrados nos diferentes
frutos analisados

4.2 22 Etapa- Estudos de bioacessibilidade seguido do transporte das antocianinas
totais e majoritarias pelas células intestinais humanas Caco-2 e células epiteliais
gastricas MKN-28 nos frutos selecionados

4.2.1 ldentificacdo e quantificacédo das antocianinas

A Tabela 12 resume os dados obtidos a partir da analise do p6 das cascas do
fruto por CLUE/DAD. Cinco antocianinas foram identificadas no jameldo (jamboldo):
delfinidina-3,5-O-diglucosideo, cianidina-3,5-O-diglucoside, petunidina-3,5-O-
diglucoside e malvidina-3,5-O-diglucoside (Figura 48). Anteriormente, este perfil foi
caracterizado por De Brito et al., (2007) e Santiago et al. (2016). Apenas as
antocianinas com maior tamanho estrutural (delfinidina-3,5-O-diglucoside, cianidina-
3,5-0-diglucoside, petunidina-3,5-O-diglucoside e malvidina-3,5-O-diglucoside) foram
guantificadas durante os ensaios de transporte. O pd da casca da jabuticaba (M.
jabuticaba (Vell.)O.Berg) apresentou duas antocianinas monoglicosiladas, que foram
identificadas e quantificados: delfinidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-glicosideo.
Estudos anteriores dao suporte aos resultados encontrados, pois ambas as antocianinas
ja foram identificados na casca de jabuticaba M. (Vell.) O. Berg (LENQUISTE et al.,
2012; WU et al., 2012). O p6 da casaca do jambo (Syzygium malaccense L.) apresentou
outras duas antocianinas, identificadas e quantificadas como cianidina-3,5-O-
diglicosideo e cianidina-3-O-glicosideo. REYNERTSON e cooautores (2008) relataram
apenas a cianidina-3-O-diglicosideo em S. malaccense, mas nédo detectaram a cianidina-
3,5-0O-diglicosideo.
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Tabela 12- As antocianinas nos frutos. Os resultados s@o expressos em mg de
equivalentes de malvidina-3-O-glicosideo 100 g™ em base seca.

Picos Antocianinas Jabuticaba Jambo Jameldo

3 Dp-3-0O - 12,77+0,37
glicosideo

5 Cy-3-0O- 154,17+4,50
glicosideo

ACN Toatais 166,94+4,89

2 Cy-3,5-di-O- 8,23+0,65
glicosideo

5 Cy-3-O- 42,79+3,41
glicosideo
ACN totais 51,02+4,08

1 Dp-3,5-di-O- 23,91+0,92
glicosideo

2 Cy-3,5-di-O- 5,60+0,21
glicosideo

3 Dp-3-0O - 0,48+0,01
glicosideo

4 Pt-3,5-di-O- 44,63+1,71
glicosideo

6 Mv-3,5-di-O- 48,00+1,84
glicosideo
ACN totais 124,10+4,78

As antocianinas de cada fruto foram caracterizadas de acordo com o tempo de
retencdo, sequéncia de eluicdo, espectros de absorcdo maxima e confirmadas pelo
padrdo dos fragmentos de massa (ion molecular e fragmentos) (Tabela 12). A analise da
jabuticaba ja mencionada, revelou dois picos a CLUE e produziu dois ions moleculares.
O pico 3 revelou um ion molecular para m/z 465 e um fragmento m/z 303, indicando ser
um derivado de delfinidina (LIANG et al., 2012). Além disso, o pico 5 produziu o ion
molecular m/z 449 e um fragmento m/z 287, indicando ser um derivado da cianidina.
Além disso, a analise do jambo identificou pico 2, que apresentou um ion molecular m/z
611, e os fragmentos m/z 449 e m/z 287, indicando ser um derivado de cianidina. O
espectro de massa das antocianinas do jameldo revelou o pico 1, com um ion molecular
m/z 465, e dois fragmentos m/z 465 e m/z 303, indicando ser um derivado da
delfinidina. J&4 o pico 2 apresentou um ion molecular m/z 611, e dois fragmentos m/z
449 e m/z 287, indicando ser derivado da cianidina. O pico 4 revelou um ion molecular
m/z 641, e dois fragmentos m/z 463 e m/z 317, indicando ser um derivado petunidina.
pico 6 revelou um ion molecular m/z 655, um dois fragmentos m/z 493 e m/z 331,
indicando ser um derivado da malvidina. A posicdo da hexose (posi¢do 3 ou 5) foi
avaliada em funcdo da energia de coliséo utilizada. Como mostrado na Tabela 13
também foi realizada a anédlise do MS® para confirmacdo da natureza das
antocianidinas.
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Figura 48- Os cromatogramas de CLUE analitica de antocianinas antes da digestéo in
vitro
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Tabela 13- Identificacdo das antocianinas no po da casca do jameldo, jabuticaba e Jambo ntes de digestdo in vitro por ESI-EM/EM e UV-Vis.

Picos tr UV-vis [M]* MS/MS MS/MS/MS Antocianins
(min) (nm) (m/z) (m/z) (m/z)
Jamelado
1 8.0 274.8/520.1 627.2425 465.1688 303.0991 257.2113 229.2001 dp-3,5-di-O-diglc
2 10.0 277.1/515.3 611.2027 449.1440 287.0698 213.2201 137.2508 cy-3,5-di-O-diglc
4 13.0 274.8/525.0 641.3052 479.2256 317.1504 302.1302 274.0012 pt-3,5-di-O-diglc
6 185 274.8/523.8 655.3374 493.2405 331.1596 315.1075 287.1095 mv-3,5-di-O-diglc
Jabuticaba
3 12.0 275.6/526.2 465.1116 303.0590 257.0412 229.20448 dp-3-O-glc
5 15.0 279.5/516.5 449.1083 287.0556 213.0720 137.0346 cy-3-O-glc
Jambo
2 10.0 277.1/512.3 611.1761 449.1061 287.0676 213.0720 137.0346 cy-3,5-di-O-diglc
5 15.0 279.1/515.4 449.1089 287.0575 213.0774 137.0389 cy-3-O-glc

Abreviagdes: delfiinidina-3-O-glicoside (Dp-3-O-glc); delfinidina-3,5-O-diglicoside (Dp-3,5-O-diglc); cianidina-3-O-glicosideo (Cy-3-0-glc);
cianidina-3,5-O-diglicosideo (Cy-3,5-O-diglc); petunidina-3,5-O-diglicosideo (Pt-3,5-O-diglc), peonidina-3,5-O-diglicosideo (Pn-3,5-O-diglc) e
malvidina-3,5-O-diglicosideo (Mv-3,5-O-diglc).

87



4.2.1.1 Elaboracao das Curvas analiticas

Todas as analises forma realizadas utilizando os padrdes analiticos da Tabela 14
para quantificacdo das antocianinas presentes tanto nos frutos da 12 etapa deste estudo,
como na 22 etapa, para a quantificacdo das antocianinas apds os Ensaios de transporte.

Tabela 14 — Antocianinas utilizadas como padrdo analitico com suas respectivas
equacOes da reta e correlacdo

Padrao andlitico Equacoes: Correlacéo
Cianidina-3-glicosideo: y =9,55*10°x + 2,65*10* (R°=0,998)
Delfinidina-3-glicosideo y =1,09%10'x + 3,35*10* (R?=0,995)

Pelargonidina-3-glicosideo y =1,03*10'x + 6,71*10° (R?=0,998)
Cianidina-3,5-diglicosideo y =8,23*10°x + 3*10° (R°=0,989)
Malvidina -3-glicosideo y =11,635x (R?=0,999)

4.2.2 Testes de biocessibilidade para os Ensaios de Transporte

Nesta situacao, os resultados ds ensaios de bioacessibilidade gastrica e intestinal
correspondem a fracdo de digerido das respectivas etapas de digestdo que entraram em
contato com a monocamada celular e estdo apresentados na tabela 15. Os valores
observados sdo inferiores ao encontrados durante a fase de selecdo dos frutos, pois neste
caso as antocianinas presentes nos digerido podem ter sofrido degradagdo ou mesmo
metabolismo pelas enzimas encontradas na borda apical.

Tabela 15- Percentual de bioacessibilidade calculada a partir dos valores de ACN totais
quantificados no compartimento apical (antes) do ensaio de transporte

ACN totais antes ACN totais fase ACN totais fase Bioacessibilidade Bioacessibilidade

P6 de frutos digestao gastrica Intestinal gastrica (%) intestinal (%)
(mg.100g™) (mg.100g™) (mg.100g™)

Jabuticaba 166,94+48,69 20,52+4,12 16,06+3,55 13,13+7,5 10,84+6,27

Jambo 51,02+4,08 23,59+7,10 7,5620,65 45,89+11,04 14,88+1,67

Jameldo 124,16+4,78 80.88+10,72 50,44+6,79 65,12+7,63 40,62+4,88

Os ensaios de bioacessibilidade necessitaram de algumas modificagdes, pois as
massas iniciais (0,5 g) utilizadas para na fase de selecdo dos frutos ndo permitiram a
detcgdo e quantificacdo de antocianinas no compartimento basolateral apos os testes de
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transporte. Desta forma, a massa inicial foi calculada para que a concentracdo final
fosse trés vezes superior ao do primeiro experimento e nesta situacdo entéo foi possivel
a deteccdo e quantificacdo de antocianinas no compartimento basolateral. O aumento de
massa continua coerente com as quantidades normais ingeridas, pois a maior massa de
analise foi de 0,6g.

A influéncia das condigdes fisioldgicas na recuperacdo de antocianinas tem
demonstrado ser crucial para a estabilidade e a absorcao. Assim, no presente estudo, um
modelo de digestdo foi utilizado para determinar a quantidade de antocianinas dos pos
da casaca da jabuticaba, jambo e jameldo que estavam disponiveis para a absorcdo e
transporte, e posterior biodisponibilidade. A bioacessibilidade destas antocianinas apds
digestdo gastrica foi de 13 % para jabuticaba, 45 % para jambo e 65 % para Jameldo,
enquanto a bioacessibilidade intestinal foi de 10 % para jabuticaba, 15 % para jambo e
45 % para Jameldo. Estes baixos resultados baixos podem ser explicados pela a
libertacdo incompleta das antocianinas a partir da matriz, devido as possiveis interacoes
com outros compostos, tais como fibras e lipidos; pela hidrolise enzimatica e,
especialmente, pela instabilidade de antocianinas sob condigdes alcalinas (KOSINSKA.-
CAGNAZZO et al., 2015). A destruicdo do cromoforo da antocianina ocorre sob um pH
intestinal (7,4), o que leva a sua forma incolor (HE; GIUSTI, 2010). Esta modificagdo
estrutural dificulta sua identificacdo e quantificacdo, subestimando os valores
detectados. Sob condi¢des gastrica e intestinal, o jameldo foi capaz de promover os
maiores valores de bioacessibilidade (~ 65 % e 45 %), respectivamente, provavelmente
porque este fruto apresenta quatro antocianinas diglicosiladas, que poderiam impactar
positivamente sobre a sua estabilidade. No que tange a natureza da anthocianidina, 0s
derivados da delfinidina e cianidina foram os Unicos com o bioacessibilidade inferior,
que também foi relatado por MCDOUGALL e colaboradores (2005).

4.2.3 Ensaio de Transporte com MKN-28

4.2.3.1 Avaliacéo da integridade da monocamada MKN-28 através da medicdo da
Resisténcia elétrica transepiteial (RET)

A integridade das jungfes oclusivas das membranas formadas pelas células
MKN-28 cultivadas na placa transwell foi avaliada através da determinagdo dos valores
de RET antes (t = 0 minuto) e apds o ensaio (t = 180 minutos). Os valores obtidos
indicaram que a monocamada estava confluente, com as jungdes oclusivas formadas e
gue as mesmas se apresentavam como uma barreira para a troca de eletrélitos e
consequentemente e por esta razdo gerou uma resisténcia elétrica. Os valores de
resisténcia elétrica transepitelial encontrados variaram entre 150 e 196 Q.cm” a 37°C
(Figura 49), sendo portanto igual ou superior a 150 Q.cm® a 37°C, como indicativo de
integridade das jungfes oclusivas e portanto integridade das membranas. Além disso,
apos o teste de transporte ndo houve reducdo dos valores individuais, resultado que
demonstra que o extrado digerido ndo alterou a integridade da membrana, mesmo apés
3 horas de contato.
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Figura 49- Valores de Resisténcia transepitelial (RET) medidos nas membranas de
células MKN-28 ao tempo inicial (t = 0 minuto) e apds o ensaio de transporte (t = 180
minutos) a 37°C em pH 5.0 (compartimento apical) e pH 7.4 (compartimento
basolateral). Os valores expressos estio em Q.cm® da média de trés determinagdes. A
barra indica o desvio padrao.

4.2.3.2 Eficiéncia do transporte de antocianinas nas células MKN-28 dos trés frutos

O digerido gastrico proveniente da digestdo in vitro dos pds dos trés frutos em
estudo, foi analisado por CLUE, apresentando a composic¢do antocianica como consta
na tabela 16. Este digerido foi aplicado no lado apical da placa transwell, com a
monocamada de células MKN-28. As antocianinas foram transportadas da regido apical
para basolateral através da monocamada celular e da membrana semi-permeavel, e
aliquotas de 150uL da fracdo permeada foram coletadas do compartimento basolateral
em diferentes tempos. Os resultados do transporte de antocianinas monomeéricas totais
dos trés frutos sdo apresentados pela tabela 16.

Tabela 16- Composi¢do antocianica presente no digerido gastrico dos trés frutos
aplicado no compartimento apical

Frutos
Concentragéo de ACN Jabuticaba Jamel&o Jambo
(LM)
ACN monoméricas Totais 7,88+ 1,56 31,02+ 4,11 9,09 £2,73
Cianidina-3-0-glicosideo 7,27 £1,39 - 7,82+2,46
Delfinidina- 3-O-glicosideo 0,60+0,15
Cianidina-3,5-O-diglicosideo - 1,42+0,19 1,26+0,26
Delfinidina-3,5-O-diglicosideo - 6,09+1,07 -
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Petunidina 3,5- diglicosideo - 11,32+1,3 -

Malvidina 3,5- diglicosideo - 12,18+1,55 -

Estas aliquotas foram quantificadas e as concentra¢fes de antocianinas totais e
das antocianinas presentes no permeado de cada fruto e nos diferentes tempos foram
determinadas e estéo representados na tabela 17.

Tabela 17 — Valores de concentragdo de antocianinas encontradas no compartimento
basolateral em funcdo dos diferentes tempos apds ensaio de transporte em células
MKN-28.

JABUTICABA
Antocianinas 30 min 60 min 120 min 180 min Coeficiente de
(UM) correlagdo de
Pearson (r)
ACN totais 0,16 £0,02a  027+006ab 045+010bA 0,72+0,11cA 0,867
A
CY-3-O-glic  015+002a 025+005ab 044%0,10bc  0,69+0,1lc 0,864
A A
Dp-3-O- glic 0,01 £0,00a 0,02+000a  002+00lab  003+0,01b 0,800
JAMBO
ACN totais 031+0,09a 063%0,10ab 1,09+0,14bB 1,68+0,30cB 0,891
B
Cy-3-O-glic 027+008a 056+008ab 096+013bc  146%0.27c 0,884™
B B
Cy-3,50-diglic 0,04 +0,01a 0,07+0,01a 0,09 +0,04a 0,22 +0,03b 0,818™
JAMELAO
ACN totais 026+0,13a 141+004aC 2,64+0,05bC 411+024bC 0,989™
Cy- 3, 5-O- 0,01+0,01a 0,07 0,00 a 0,12+0,00b 0,20 0,01 b 0,984
diglic
Dp-3,5-O- 0,05+0,02a 0,25+0,02b 0,47 £0,03 ¢ 0,68 + 0,05 d 0,983™
diglic
Pt-3, 5-O- 0,10+0,05a 0,53+0,01a 0,97+0,01b 1,51+0,08 b 0,990~
diglic
Mv-3, 5-O- 0,12+0,05a 0,56 +0,01a 1,07 +0,01 b 1,72+0,10b 0,987
diglic

Letras minusculas diferentes na mesma linha e para cada fruto correspondem a médias estatisticamente

diferentes (p < 0,05).

Letras maiusculas diferentes na mesma linha e para cada tempo correspondem a médias estatisticamente
diferentes (p < 0,05).

(**) A correlagdo é significativa estatisticamente a nivel p < 0,01.

Os resultados demonstraram que o transporte através da celula MKN-28 foi
tempo-dependente, apresentando diferentes percentuais de transporte de ACNs totais
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nos diferentes tempos de coleta para os trés frutos. Aos 180 minutos de exposicdo do
ensaio, o digerido gastrico do p6 de jambo apresentou maiores valores de transporte,
chegando a quase 20%, seguido pelo jameldo (14%) e jabuticaba (10%) (Figura 50).
ApoOs as coletas, as amostras nao apresentavam coloracao visivel, confirmando que as
mesmas ndo se apresentavam na sua forma mais estavel, ou seja, se apresentavam em
sua forma hemiacetal ou chalcona. Assim, todas as amostras foram acidicifadas com 1%
de HCI 6M a fim de evitar a degradacdo das ACN e permitir a conversdo para a forma
catibnica. Esta etapa ja havia sido relatada em trabalhos anteriores (FERNANDES et
al., 2012), sendo essencial, pois, mesmo o0s eluentes cromatograficos ndo seriam
suficientes para a conversdo para a forma cationa, podendo-se assim subestimar sua
quantificacdo. As concentracdes de ACN dos digeridos gastricos, utilizadas nos ensaios
de transporte eram inferiores a concentracdo de 200ug/mL ja relatados por Faria e
colaboradores (2009), como sendo critica para a saturacdo dos transportadores de
glicose, caso este fosse um dos possiveis mecanismos de transporte.

Células MKN-28 (pH5_pH7.4)
Jameldo

E= Jambo
E3 Jabuticaba

Eficiéncia de transporte (%)
ACN totais

Tempo (min)

Figura 50— Eficiéncia de transporte de 7 uM, 9 uM e 31 uM de digerido gastrico de po
de jabuticaba, jambo e jamel&o, recpectivamente, através das células MKN-28 (apical
— basolateral) em pH 5.0 apical/pH 7.4 basolateral). Os resultados s&o apresentados
como eficiéncia de transporte (%) (média £ SEM). As diferencas significativas entre os
transportes foram avaliadas com p<0.05.

Os estudos anteriores, utilizando modelo de absorgdo gastrico (MKN-28)
estimaram que a absorcdo da cianidina-3-O-diglicosideo, malvidina-3-O-glucosideo e
delfinidina-3-O-glicosideo foi de cerca de 10% em 3 h (FERNANDES et al., 2012).
Considerando as duas antocianinas presentes nas cascas de jambo, verificou-se que a
presenca de uma molécula de glicose adicional ndo afetou a quantidade dos compostos
transportados. Com respeito ao jameldo, a 180 min, a cianidina-3,5-O-diglicosideo e
malvidina-3,5-O-diglicosideo ndo apresentaram diferencas significativas nos valores de
eficiéncia de transporte; no entanto, elas apresentaram maiores percentuais guando
comparadas a delfinidina-3,5-O-diglicosideo e petunidina-3-O-glicosideo (Figura 60). A
malvidina-3,5-O-diglucoside apresentou a maior concentragdo no compartimento apical
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e sua elevada eficiéncia de transporte pode estar relacionada a sua superior concentragdo
inicial.

No entanto, cianidina-3,5-O-diglicosideo apresentou a concentracdo inicial mais
baixa no compartimento apical, mas ndo apresentou diferenga significantiva na
eficiéncia do transporte, provavelmente devido a sua maior estabilidade. A delfinidina-
3,5-0O-glucose apresentou menor eficiéncia do transporte em 180 min. A cianidina-3,5-
O-diglicosideo estava presente nas cascas do jambo e jameldo, mas a quantidade
transportada ndo foi a mesma (Fig. 60 e 61)..

Além disso, a construcdo da reta de regressdo linear das concentraces de
antocianinas permeada nos diferentes tempos representou uma ferramenta muito dtil,
pois os valores do coeficiente angular (inclinacdo) de cada reta permitiram avaliar a
velocidade de transporte dos compostos através da monocamada. Entre os valores
obtidos e conforme representado na figura, as antocininas presentes no jameldo foram
transportadas mais rapidamente que as demais. Os valores de coeficiente angular das
retas foram de 0,0247, 0,007 e 0,0037 do jameldo, jambo e jabuticaba, respectivamente.
Esta observacdo significa dizer que ao consumirmos os trés frutos, o tmax (tempo em que
a concentracdo plasmatica maxima) para as antocianinas totais é atingido mais
rapidamente, ou seja, que a mesma apresenta maior biodisponibilidade que as demais,
pois o conceito de biodisponibilidade relaciona a velocidade como fator determinante
(Figura 57).

Velocidade de transporte de ACN totais
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Figura 51 - Retas de regressdo linear das concentracbes de ACN quantificadas na

fragdo permeada dos pds dos trés frutos apds os tempos em monocamadas de MKN-28.
(**) Diferenca estatistica a nivel de significancia de 5% (p<0,05)

Em condicbes estomacais, a regido apical das células pertencentes a mucosa
géstrica é parcialmente protegida por um muco que contém ions de NaHCOg3, que tem a
funcdo de proteger este epitélio contra os baixos valores de pH, embora o seja
parcialmente. Desta forma, o alimento ao alcancar este compartimento, rapidamente é
envolvido por um ambiente com valores baixos de pH (1-2) e nesta condigdo, ocorre um
equilibrio entre o alimento e meio. Fernandes e colaboradores (2012) realizaram uma
adicdo constante de HCI (concentragdo final = 0,3%) a cada 30 minutos ao
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compartimento apical, a fim de manter o pH constante ao longo do ensaio. Esta
abordagem objetiva manter os valores de pH constantes, no entanto durante o transporte
celular in vivo, ocorre uma interacdo entre as ACN e ceélula epitelial, tornando
predominante a presenca das formas hemiacetal e chalcona em pH fisioldgico (7.4).
Assim, para o estudo do transporte in vitro, optou por criar um ambiente intermediario,
entre o pH gastrico e o pH fisioldgico (7.4). Para tal, ap6s a simulacdo da digestéo
gastrica o pH dos digeridos foi ajustado de 2.5 + 0.1 para 5,0 = 0.1, além de realizar
uma mistura entre o digerido e solucdo salina de Hank ( pH 5.0) (1:1), a fim de atuar
como tampao.

O pH do meio e 0 pKa das ACN determinaram a forma estrutural que elas se
apresentam na regido apical para serem transportada pela célula. Assim, como as
antocianinas monoglicosiladas e diglicosiladas se apresentam predominante como
cations flavilium coloridos em pH inferiores a 3.0 e 2.0, respectivamente (PINA el al.,
2012) e em pH entre 3-5 predominam as formas chalconas, em pH 5.0, elas estavam em
sua forma chalcona ao serem transportadas pelas células. Entretanto, a fracdo
glicosidica ndo é capaz de atravessar a membrana plasmatica, exceto pela utilizacdo de
transportadores. Conforme, relatos anteriores, as antocianinas sdo rapidamente
detectadas no plasma, desta forma podem ocorrer diferentes mecanismos de tranporte,
incluindo a difusdo passiva e transporte facilitado, dependendo das formas de
antocianinas presentes. Além disso, devido a sua elevada massa estrutural, a absor¢do
gastrica paracelular, atraves do espaco intercelular parece improvavel , uma vez que o
epitélio gastrico proporciona uma barreira excepcionalmente impermeéavel , impedindo
a difusdo mesmo da amonia e mondxido de carbono, que geralmente se difundem
livremente através das membranas celulares. O mais provavel é que o transporte das
antocianinas seja mediado por um carreador trans celular.

Além disso, a quantificacdo da fracdo apical no tempo inicial (t= 0 minuto) e
apos o teste no tempo 180 minutos forneceu informacgdes sobre o percentual de
degradacdo ou metabolismo procovado pelo contato da célula com as ACN (Figura 58).
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Figura 52- Valores percentuais de ACN totais quantificadas nos tempos 0 e 180 no
compartimento apical do ensaio de transporte com células MKN-28. Nao foram
observadas diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) entre os trés frutos.
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Esta determinacéo pode ser realizada pela diferenca percentual entre o total de
ACN antes do ensaio e a soma das fracOes de permeacdo maxima (basolateral) e apical
apos 0 ensaio e os resultados demonstraram que o percentual de degradacdo ou
metabolismo que ocorreu na regido apical ndo apresenta diferenca estatistica entre 0s
trés frutos.
Tabela 18 — Valores percentuais da fracdo de ACN totais degradada ou metabolizada
apos contato com as células MKN-28.

FRUTO Fracédo apical apés Fracdo méxima Fracdo degradada
ensaio (%) permeada (%0) ou metabolizada
(%0)(*)
Jabuticaba 82,52+13,90 9,74+£2,70 7,714**
Jambo 63,95+ 14,28 19,66+5,96 16,39
Jameldo 79,08+14,83 14,09+1,34 6,83**

(*) A fracdo que sofreu degradacdo ou metabolismo foi calculada pela equagdo: 100 - (Fragdo apical +
Fracdo max permeada). Os valores foram obtidos pela média + DV (n=3)
(**) N&o houve diferenca estatistica a nivel de significancia de 5% (p<0,05)

No que diz respeito a avaliacdo individual das antocianinas presentes no pé dos
trés frutos, a jabuticaba apresenta duas ACNs monoglicosiladas (delfinidina e
cianidina), que foram transportadas tempo-dependentes. Dentre elas, a cianidina
apresentou diferenca significativa no seu transporte comparativamente a delfinidina 3-
glicosideo, no entanto € importante ressaltar que a mesma representa o conteudo
majoritario de antocianinas do fruto. Além disso, a delfinidina apresenta uma hidroxila
na posicdo 5 do anel B, além da cianidina. Esta caracteristica a torna mais hidrofilica,
porém mais suceptivel a reacdes. Além disso, como o local, mecanismo de absor¢édo e
bioatividade destas moléculas ainda ndo estdo bem difinidos, sua maior hidrofilicidade
poderia dificultar seu transporte passivo, se fosse este um dos mecanismos, ja que em
pH 5,0 sua forma chalcona (ndo ionizada), ndo seria um impedimento para o seu
transporte. No entanto, ndo parece ser esta a via preferencial de transporte.

Células MKN-28, Jabuticaba (pH5_pH7.4)
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Figura 53— Valores de eficiéncia de transporte das antocianinas presentes na jabuticaba

entre 0s compartimentos apical-basolateral nas células MKN-28. Foram observadas
diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) entre as duas antocininas.
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Os resultados de eficiéncia de transporte de cada antocianina presente no
jameldo demonstraram que o transporte também é tempo-dependente e que o0 maior
percentual de transporte ocorre aos 180 minutos. Além disso, a avaliagdo estatistica
apontou nao haver diferencas no transporte entre a cianidina-3,5-O-diglicosideo e a
malvidina 3,5-O-diglicosideo, onde ambas apresentam 0s maiores percentuais de
transporte (Figura 54). Poderiamos presumir que a malvidina 3,5-O-diglicosideo
apresentaria maiores valores, ja que a mesma se apresentava em maior concentragao no
po, no entanto a cianidina que estava em menor concentragdo apresentou elevado
percentual de transporte. Nos tempos 30, 60 e 120, ndo foi possivel verificar diferengas
comportamentais entre as antocianinas. N&o ha relatos na literatura sobre o transporte
desta cianidina em células MKN-28 ou outras células. Fernandes e colaboradores
investigou o transporte da malvidina 3-glicosideo, da cianidina 3-glicosideo e a
delfinidina 3-glicosideo e foi observado um percentual de 10 % de eficiéncia de
transporte para as trés. Além disso, destaca-se o fato de que estes autores as avaliaram
de forma isolada.

Cabe também ressaltar que as quatro ACN séo diglicosiladas nas posicoes 3 e
5 e que portanto apresentam elevado volume estrutural, no entanto séo capazes de
atravessar a membrana plasmatica. Este fato demonstra que o mecanismo de transporte
pode ndo ocorre por difusdo passiva e que poderia ser através de um transportador.
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Figura 54- Percentuais de eficiéncia de transporte das antocianinas majoritarias
presentes no po do jameldo do compartimento apical-basolateral apds 180 minutos.

Segundo Passamonti e colaboradores 2002, as antocianinas podem se ligar a
bilitranslocase, um transportador de anios organicos presentes nas células epiteliais da
mucosa gastrica, serem transportadas através destas células e desempenharem um papel
importante na biodisponibilidade das antocianinas. Manzano e colaboradores (2010) ao
investigarem o efeito dos compostos fendlicos no morango e da maca, na captacdo e
transporte de glicose em células Caco-2, verifcaram que a pelargonidina 3-glicosideo foi
capaz de inibir em 26% o poder inibidor total dos compostos presentes no morango.
Além disto, verificaram que a inibicdo foi maior do transportador GLUT2 e menor no
SGLT1, o que sugere que o transporte de ACN pode ocorrer através do mesmo. Desta
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forma, estes fatos podem explicar parcialmente a observacdo de que as ACN
diglicosiladas sdo capazes de atravessar as membranas apical e basolateral das células
epiteliais. Elas poderiam ser transportadas atraves de transportadores de membrana tal
como a bilitranslocase ou os transportadores GLUT?2 de glicose.

Células MKN-28, Jambo (pH5_pH7.4)
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Figura 55- Percentual de eficiéncia de transporte das antocianinas majoritarias
presentes no pé do jambo do compartimento apical-basolateral apés 180 minutos em
células MKN-28

Além disso, a eficiéncia do transporte de cianidina-3-O-glucosideo do jambo foi
maior do que a observada a partir da jabuticaba, na qual foi alterada pela presenca
adicional de um monoglicosideo em outra antocianina: delfinidina-3,5-O-glucose.
Fernandes, de Freitas e Mateus (2014) demonstraram que as antocianinas foram capazes
de atravessar a monocamada das células MKN-28, de forma tempo-dependente,
provavelmente, através de um mecanismo de transporte saturavel. Além disso, Oliveira
e cols. (2015) constataram que os transportadores GLUT1, GLUT3, e MCT1 foram
expressos nas células MKN-28. As simulagBes moleculares mostraram que o receptor
humano GLUT1 forma complexos com a cianidina-3-O-glicosideo, delfinidina-3-O-
diglicosideo e malvidina-3-O-diglicosideo, testados em diferentes estados de protonacgéo
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Figura 56- Retas de regressdo linear das concentra¢fes de cianidina-3-glicosideo
quantificadas na fracdo permeada dos pos da jabuticaba e jambo ap6s os tempos em

monocamadas de MKN-28.
N&o houve diferenca estatistica a nivel de significancia de 5% (p<0,05)

N&o ha relatos sobre a avalia¢do da eficiéncia de transporte destes compostos em
células MKN-28. Este é um trabalho inédito. O interesse por esta linhagem celular esta
em expansao e necessita de maior investigacdo no que tange a sua caracterizagdo, para a
identificacdo de seus possiveis transportadores de membranas, enzimas metabodlicas e
etc. Além disso, muitos autores demonstraram que as antocianinas de diversas fontes
séo absorvidas intactas, podendo ser detectadas no plasma e na urina e que desaparecem
rapidamente. Este fato dificulta a determinacdo exata das quantidades de antocianinas
que sdo absorvidas, o estudo de sua cinética de absorcdo e de recuperagdo na urina. No
entanto sdo fatos que sugerem que o estdbmago € o local preferencial de absorcdo das
antocianinas.
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Figura 57- Retas de regressdo linear das concentra¢fes de cianidina-3-glicosideo
quantificadas na fracdo permeada dos pos da jabuticaba e jambo ap6s os tempos em

monocamadas de MKN-28.
N&o houve diferenca estatistica a nivel de significancia de 5% (p<0,05)

4.2.4 Ensaio de Transporte com Caco-2

O digerido intestinal proveniente da digestdo in vitro dos pds dos trés frutos em
estudo, foi analisado por CLUE, apresentando a composi¢do antocianica como consta
na tabela 19. Este digerido foi aplicado no lado apical da placa transwell, com a
monocamada de células Caco-2 apds diferenciagdo. As antocianinas foram
transportadas da regido apical para basolateral através da monocamada celular e da
membrana semi-permeéavel, sendo depois coletada no compartimento basolateral em
diferentes tempos. Os resultados do transporte de antocianinas monomeéricas totais dos
trés frutos estdo apresentados pela Figura 64.

Tabela 19- Composigdo antocianica presente no digerido intestinal dos trés frutos
aplicado no compartimento apical

FRUTOS
CONCENTRAQAO DE ACN JABUTICABA JAMELAO JAMBO
(LM)

ACN monoméricas Totais 9,83+ 0,78 34,56+7,79 9,23+0,78

Cianidina- 3-O-glicosideo 9,04 £1,89 - 7,98+0,69

Delfinidina- 3-O-glicosideo 0,78+0,24 - -
Cianidina- 3,5-O-diglicosideo - 2,13+0,63 1,24+0,09
Delfinidina-3,5-O-diglicosideo - 4,58+1,30 -
Petunidina-3,5-O- diglicosideo - 11,22+2,84 -
Malvidina-3,5-O-diglicosideo - 16,48+3,27 -
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Os resultados demonstram que as antocianinas presentes no po do jameldo sao
mais estaveis ao processo de digestdo, em especial ao pH 6.5, do que os demais,
resulando em valores de 40,62+4,88 % de bioacessibilidade intestinal (Tabela 21)

Tabela 20 — Valores de concentragdo de antocianinas encontradas no compartimento
basolateral em funcédo dos diferentes tempos apos ensaio de transporte em células Caco-

2.
JABUTICABA
Antocianinas 30 min 60 min 120 min
(HM)
ACN totais 0,005 + 0,00 0,011 + 0,002 0,014 + 0,001
Cianidina-3-O-glicosideo 0,005 + 0,00 0,011 + 0,002 0,014 + 0,001
Delfinidina-3-O-glicosideo 0,00 +0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
JAMBO
ACN totais 0,050 + 0,001 0,127 £ 0,019 0,127 + 0,041
Cianidina-3-O-glicosideo 0,044 + 0,001 0,110 + 0,033 0,113 + 0,037
Cianidina-3,5-O-diglicosideo 0,006 + 0,00 0,016 + 0,004 0,013 + 0,004
JAMELAO
ACN totais 0,021 + 0,001 0,035 + 0,008 0,087 + 0,003
Cianidina-3,5-O-diglicosideo 0,00 £ 0,00 0,00 £0,00 0,00 £ 0,00
Delfinidina-3,5-O-diglicosideo 0,00 £ 0,00 0,002 £ 0,00 0,004 £ 0,00
Petunidina-3,5-O-diglicosideo 0,005 + 0,001 0,009 + 0,001 0,016 + 0,009
Malvidina-3,5-O-diglicosideo 0,016 + 0,007 0,023+ 0,005 0,066 + 0,025

Os valores encontrados demonstram que o transporte é tempo dependente,
apresentando os menores valores apds 30 minutos e aumentando progressivamente até
120 minutos. Dentre os frutos, somente o jambo ndo apresentou diferenca estatistica
entre os tempos 60 e 120 minutos.
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Figura 58- Valores percentuais de ACN totais quantificadas nos tempos 0 e 120 no
compartimento apical do ensaio de transporte com células Caco-2. Foram observadas
diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) entre os trés frutos.

A degradagdo ou metabolizagdo das antocianinas pelo contato com a
monocamada na regido apical € diferente estatisticamente entre os trés frutos, ja que
cada um apresenta um pefil antocianico diferente (Figura 59). Dentre eles, o jamel&o se
destaca pelos maiores valores, o que ja era de se esperar, ja que as ACN diglicosiladas
provocam um efeito estérico, capaz de proteger a cation flavilio contra a hidratacdo. O
jambo na sequencia é o segundo menos degradado, pois apresenta uma antocianina
diglicosilada, enquanto a jabuticaba apresenta duas ACNs monoglicosiladas.
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Figura 59— Eficiéncia de transporte de 9 uM, 9 uM e 34 uM de digerido gastrico de pd
de jabuticaba, jambo e jameldo, recpectivamente, através das células Caco-2 (apical —
basolateral) em pH 7.4 apical/pH 7.4 basolateral). Os resultados s&o apresentados como
eficiéncia de transporte (%) (média £ DV). As diferencas significativas entre os
transportes foram avaliadas com p<0.05.
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Aos 120 minutos, o digerido intestinal do p6 da casca do jambo forneceu
percentagens de eficiéncia de transporte mais elevados (0,8%), em comparagdo com
jabuticaba (0,2%) e o jameldo (0,3%) (Figura 59). Segundo a literatura, o transporte
intestinal das antocianinas foi estimado em cerca de 1-4% (Y1 et a.,| 2006), ou até
menos (~ 1%) (FARIA et al., 2009) e mesmo em quantidades vestigiais, como relatados
por Kosinska-Cagnazzo et al., (2015).

No que diz respeito as antocianinas de jabuticaba, a delfinidina-3-O-glicosideo
néo foi detectada na solugéo basolateral ao longo do tempo, ao passo que cianidina-3-O-
glicosideo aumentou sua eficiéncia do transporte entre 30 e 120 minutos (Figura 60).
No que diz respeito as antocianinas de jambo, ndo foram observadas diferencas
significativas na eficiéncia do transporte entre cianidina-3,5-O-diglucoside e a
cianidina-3-O-glicosideo em 30, 60 e 120 minutos (Figura 60). Estes resultados
sugerem que o tipo de acgucar ligado as antocianidinas ndo influenciou o transporte das
antocianinas do jambo, jabuticaba e Jamel&o, e que provavelmente a difusdo passiva néo
deve ser 0 mecanismo para atravessar a parede do intestino (FARIA et al., 2009;.
Passamonti et ai, 2002, 2009). No entanto, modificacbes quimicas podem ocorrer nas
antocianinas durante o transporte celular e que o tipo de via metabolica pode depender
do agucar ligado (WU et al., 2005). FARIA et al. (2009) demostraram que o transportor
GLUT2 aumentou significativamente sua expressdo em células Caco-2 em comparagédo
com ceélulas controle, indicando que o transportador de glicose poderia estar envolvido
na absorcdo de antocianinas. Os resultados mostraram, através da observacdo dos
resultados no jameldo, que as delfinidina-3,5-O-diglicosideo, petunidina-3,5-O-
diglicoside e malvidina-3,5-O-diglicosideo, tém um comportamento de elevacdo dos
seus valores semelhante nos tempos 30, 60 e 120 minutos; No entanto, a cianidina-3,5-
O-diglucoside nédo foi detectada no compartimento basolateral em nenhum dos tempos.
A 180 min, a malvidin-3,5-O-diglicoside resultou, significativamente, em maior
percentual de eficiéncia de transporte em comparacdo com as demais. Além disso, a
malvidina-3,5-O-diglicosideo apresentou 0 maior concentracéo inicial na solucéo apical,
e a eficiéncia do transporte poderia estar relacionada com a concentracao inicial (Figura
53).
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Figura 60— Valores de eficiéncia de transporte das antocianinas presentes na jabuticaba
entre 0s compartimentos apical-basolateral nas células Caco-2. Foram observadas
diferencas estatisticamente significativas (p< 0,05) entre as duas antocininas.
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Né&o foi possivel verificarmos o transporte da delfinidina-3-O-glicosideo no pd
da jabuticaba, pois além da mesma apresentar uma estrutura com trés hidroxilas no anel
B, a mesma também esta em baixa concentracdo no fruto, o que impossibilidade a sua
quantificacdo. J4 o transporte da cianidina-3-O-glicosideo foi tempo-dependente,
apresentando os maiores valores aos 120 minutos.

Células Caco-2, Jambo (pH 7.4)
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Figura 61- Percentual de eficiéncia de transporte das antocianinas majoritarias

presentes no pé do jambo do compartimento apical-basolateral apds 120 minutos nas
células Caco-2

O transporte das ACN presentes no jambo foi tempo dependente, ndo ocorrendo
diferenga significativa entre os tempos 60 e 120 minutos. A diferenga estrutural entre
elas, que deve-se a uma molécula de glicose na posicdo 3 do anel C, ndo demonstrou
impactar no seu transporte pelas células Caco-2.
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Figura 62- Percentuais de eficiéncia de transporte das antocianinas majoritarias

presentes no pé do jameldo do compartimento apical-basolateral apds 120 minutos em
celulas Caco-2.
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Pelos resultados encontrados, o comportamento do transporte ndo pode ser
classificado como tempo-dependente, no entanto esta fuga de padrdo pode se dever as
baixas concentragdes que foram encontradas, que dificultam sua a quantificagdo com
maior precisdo. No entanto, aos 120 minutos a malvidina-3,5-O-diglicosideo claramente
apresentam maio eficiéncia de transporte. Além da mesma estar em maior concentracdo
no po, ela é o composto mais lipofilico entre as ACNSs.

Tabela 21- Percentual de bioacessibilidade e eficiéncia de transporte calculados a partir
dos valores de ACN totais quantificados no pd antes da digestdo in vitro e no

compartimento apical (antes) do ensaio de transporte, respectivamente.

ACN totais ACN totais
antes da AP (Ensaio ACN totais Bioacessibilid  Bioacessib
Pés dos frutos digestdo MKN-28) AP (Ensaio ade gastrica ilidade
(mg.100g™) (mg.100g™) Caco-2) (%) Intestinal
(mg.100g) (%)
Jabuticaba 166,94+48,69  20,52+4,12 16,06+3,55 13,73t7,57 10,84+6,27
Jambo 51,02+4,08 23,59+7,10 7,56+0,65 45,89+11,04 14,88+1,67
Jameléo 124,10+4,78 80,88+10,72 50,44+6,79 65,12+7,63 40,62+4,88
Eficiéncia Eficiéncia ACN totais ACN totais
absorcao absorcao BL (Ensaio BL (Ensaio
Géstrica Intestinal MKN-28) Caco-2)
(%) (%) (mg.100g™) (mg.100g™)
Jabuticaba 9,74+2,70 0,158+0,11 1,99+0,39 0,025+0,00
Jambo 19,66+5,96 0,75+0,23 4,63+1,85 0,056+0,00
Jamelao 14,09+1,34 0,26+0,11 11,32+1,34 0,131+0,00

Os resultados finais apontaram o p6 do jameldo como a matriz capaz de fornecer
maiores valores de concentracdo ap6s os Ensaios de transporte gastrico e intestinal
(Tabela 21), embora as antocianinas presentes neste pé nao apresentem 0Ss maiores
valores de eficiéncia de transporte. Como este fruto apresentou os maiores valores
iniciais dentre as trés, ela foi capaz de contornar esta reducdo no transporte. Estes
achados demonstram que este fruto pode ser considerado uma fonte rica em
antocianinas para consumo.

4.2.4.1 Avaliacdo da integridade da monocamada Caco-2 através da medicdo da
Resisténcia elétrica transepiteial (RET)

A integridade das jungfes oclusivas das membranas formadas pelas células
Caco-2 cultivadas na placa transwell foi avaliada através da determinagdo dos valores
de RET antes (t= 0 minuto) e apos o0 ensaio (t = 120 minutos). Os valores obtidos
indicaram que a monocamada estava confluente, com as jungdes oclusivas formadas e
que as mesmas apresentavam-se como uma barreira para o transporte e
consequentemente por esta razdo gerou uma resisténcia elétrica. Os valores da
resisténcia elétrica transepitelial encontrados variaram entre 270 e 372 Q.cm?” a 37°C (
Figura 63), sendo portanto superiores a 230 Q.cm® a 37°C, como indicativo de
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integridade das juncdes oclusivas e portanto integridade das membranas. Além disso,
apos o teste de transporte ndo houve reducdo destes valores, resultado que demonstra
que o extrado digerido ndo alterou a integridade da membrana, mesmo apds 2 horas de
contato.

Valores de RET em Caco-2 2° Ensaio

4001 .
-o~ Jabuticaba
-2 Jamelao
350 -+ Jambo
300
250 L] T T L] T

0 20 40 60 80 100 120
Tempo (minutos)

Resist. Elétrica Transepitelial (RET) (ohms.cm ?)

Figura 63 — Valores de Resisténcia transepitelial (RET) medidos nas membranas de
células Caco-2 ao tempo inicial (0 minuto) e ap6s o ensaio de transporte (t = 120
minutos) a 37°C em pH 7.4 nos compartimentos apical e basolateral. Os valores
expressos estio em ‘Q.cm’ da média de trés determinagdes. A barra indica o desvio
padréo.
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5. CONCLUSAO

Os resultados apontaram que os pds obtidos a partir da casca da jabuticaba,
jambo e jameldo podem ser boas fontes de compostos bioativos para a inddstria
alimenticia. Os dois modelos de digestdo in vitro permitiram o estudo da estabilidade
das antocianinas ap0s a digestdo gastrica e intestinal. A bioacessibilidade gastrica das
antocianinas forneceu valores de 13 % para jabuticaba, 45 % para jambo e 65 % para
Jameldo. Considerando a bioacessibilidade intestinal estes valores foram de 10 % para
jabuticaba, 15% para jambo e 45 % para jameldo. A simulacdo do transporte gastrico e
intestinal foi realizada com modelos celular MKN-28 (gastrica) e Caco-2 (intestinal). O
modelo gastrico resultou em eficiéncias de transporte de antocianinas de 19,7 %, 9,7 %
e 14,1 %, respectivamente, para jambo, jabuticaba e jameldo, enquanto que o modelo
intestinal Caco-2 resultou na eficiéncia de transporte de 0,8 %, 0,2 % e 0,3 %,
respectivamente. Assim, a mucosa gastrica pode ser apontada como o local preferencial
para a absorcdo in vitro das antocianinas. Este é o primeiro estudo que aplica
sequencialmente dois modelos: digestdo in vitro gastrico e modelos absor¢édo intestinal,
e ndo ha relatos sobre a avaliacdo da eficiéncia dos transportes de antocianinas de
frutos, aplicando as células MKN-28. Os dados deste trabalho corroboram para achados
anteriores, de que o estdbmago é o local preferido de absorcdo de antocianina, embora a
mecanismos moleculares de absor¢do ainda ndo estejam claros. O interesse pela
linhagem celular MKN-28 estd em expansdo e mais estudos de caracterizacdo,
diferenciacdo, suas enzimas metabdlicas e mecanismo de transporte, sdo necessarios na
area.
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