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RESUMO

Os flavondides sao de grande interesse na nutricdo e medicina devido
ao seu potencial antioxidante e possivel efeito protetor a saude, reduzindo
doencas crbnico-degenerativas tais como doencas cardiovasculares e cancer.
Entretanto, para produzir o efeito bioldgico in vivo, é essencial que suficiente
quantidade do composto alcance a célula alvo, ou seja, que apresente uma boa
biodisponibilidade. Este trabalho teve como objetivo inicial realizar um
screening de alimentos vegetais para avaliar seu potencial antioxidante na
dieta alimentar e permitir a selecdo de um alimento mais interessante para o
estudo do mecanismo de absor¢do e metabolizacdo de flavondides, a fim de
estabelecer sua biodisponibilidade.

As frutas, hortalicas e polpas congeladas de frutas foram analisadas
quanto a atividade antioxidante pelo método de co-oxidacdo do &cido
linoléico/B-caroteno e pela inibicdo da peroxidacdo do lipossomo catalisada
pelo ion cobre. Dentre as amostras analisadas, aquelas contendo antocianinas
em sua composicdo apresentaram o0s maiores valores de atividade
antioxidante. As fragdes de flavondides neutros e acidos de repolho roxo,
alface roxa, jamboldo, amora silvestre, casca de maca gala e polpa congelada
de acai, amora e acerola, a 10 e 50uM equivalente em &cido galico,
apresentraram 0s maiores valores de atividade antioxidante em ambos os
sistemas.

Dentro desse grupo, os principais flavonoides de amora silvestre (Morus
sp.) foram identificados por espectrometria UV/Vis e MS/MS como cianidina-3-
glucosideo (cyn-3-glu) e cianidina-3-glucoramnosideo (cyn-3-glurha). As duas
cianidinas glicosiladas apresentaram pico maximo de absorcdo em 15 min
quando um extrato concentrado foi administrado a ratos Wistar por via oral. A
cyn-3-glu e cyn-3-glurha foram encontradas inalteradas no sangue e em
pequena quantidade na forma metabolizada. A area abaixo da curva de
concentracao vs tempo (AACy.gn) foi de 2,76 + 0,88 pug.h/mL e 9,74 + 0,75
ug.h/g (b.u.) para plasma e rim, respectivamente. Assim, estimou-se que
somente 0,11% da concentragcéo inicial administrada de cianidina total foi
absorvida em 8h. Apesar da baixa absorcédo, a elevacao da concentracao de



antocianinas no sangue resultou em significativa elevagdo da atividade
antioxidante do plasma.

No trato gastrointestinal (estdmago, intestino delgado e intestino grosso),
cyn-3-glu e cyn-3-glurha foram encotradas na sua maioria nas formas
glicosiladas, mas pequena quantidade da forma aglicona também foi
encontrada no porgéao do intestino, provavelmente resultado de hidrélise pelas
B-glicosidases endogenas ou da microflora coldnica. Ainda, estudos de
fermentagdo in vitro mostraram que as cianidinas glicosiladas séao
completamente metabolizadas pela microflora colénica. Como demonstrado
pelo sistema de intestino evertido, o transporte das antocianinas da amora
silvestre (Morus sp.) parece envolver o transportador de glicose sodio
dependente, através da interagdo dos glicosideos com este. Esta concluséo é
reforcada pelo efeito inibitdrio da absorcdo das duas cianidinas glicosiladas
pela adigdo de D-glicose e floridzina e pela remogéo do ion sodio do meio de
incubagé@o no segmento de intestino evertido.



ABSTRACT

Flavonoids are of great interest in nutrition and medicine because of their
potent antioxidant activity and possible protective effects on human health,
reducing the risk of chronic diseases such as cardiovascular diseases and
cancer. To produce a biological effects in vivo, it is essential that sufficient
quantities reach the target tissue. The initial objective of the present study was
to make a screening of dietetic vegetable to evaluate their antioxidant potential
in the diet and select one of the most promising to study the bioavailability of
flavonoid.

Fruits, vegetables and commercial frozen pulps (FP) consumed in the
diet, were analyzed for antioxidant activities using two different methods, one
that determines the inhibition of copper-induced peroxidation of liposome, and
other based on the inhibition of the co-oxidation of linoleic acid and B-carotene.
The anthocyanin-rich samples showed the highest concentration dependent
antioxidant activities in both systems. At both 10 and 50 uM gallic acid
equivalent addition level, the neutral and acidic flavonoids of red cabbage, red
lettuce, black bean, mulberry, Gala apple peel, jambolao, acai frozen pulp (FP),
blackberry FP and the acidic flavonoids of acerola FP showed the highest
antioxidant activities in both systems.

The major flavonoids from wild mulberry (Morus sp.) were identified by
UV/Vis e MS/MS spectrometric methods as cyanidin-3-glucoside (cyn-3-glu)
and cyanidin-3-glucorhamnoside (cyn-3-glurha). The two glycosilated forms
showed maximum concentration at 15 min after oral administration for rats
Wistar. Te cyn-3-glu and cyn-3-glurha were found unchanged in plasma but a
little amount was found in the metabolized form. The area under the curve of
concentration vs time (AACq.gn) Was 2.76 = 0.88 ug.h/mL and 9.74 £+ 0.75 pg.h/g
(b.u.) for plasma and kidney, respectively. Then, the estimated uptake of total
cyanidin was 0.11% of the initial concentration. In spite of the low absorption,
the increase in its anthocyanin content in plasma resulted in significant increase
in antioxidant activity (p<0.5).

Cyn-3-glu e cyn-3-glurha were found unchanged at gastrointestinal tract

(stomach, small and large intestine), but a low amount of the aglycone form was



presented, probably due to the endogen or microbial B-glycosidases hydrolyses.
Moreover, in vitro fermentation showed that the two glycosylated cyanidins were
totally metabolized by the rat colonic microflore. As showed by everted sacs
system, anthocyanins from wild mulberry (Morus sp.) were transported across
the enterocite by sodium dependent glucose transporter (SGLT1). This
conclusion was evidenced because cyn-3-glu and cyn-3-glurha absorption were
inhibited by the addition of D-glucose, phloridzin (a potent inhibitor of SGLT1)

and remotion of sodium ion from the incubation medium.



1. INTRODUCAO

Atualmente, o papel dos radicais livres em sistemas biologicos recebe
grande atencdo por sua relacdo direta com diversas patologias crénico-
degenerativas, tais como arterosclerose, cancer, catarata e artrite (NIKI, 2000).

Sabe-se que a ocorréncia de espécies reativas de oxigénio (ERO) e reativas
de nitrogénio (ERN) é um atributo do processo metabdlico aerdbio normal. Contudo,
um desequilibrio no sistema oxidativo da célula pode levar ao chamado “stress
oxidativo”. Entende-se por stress oxidativo, o disturbio no estado de equilibrio do
sistema pro-oxidante/antioxidante que funciona continuamente para gerar e para
detoxificar oxidantes durante o metabolismo aerébio normal (THOMAS, 1994).

O anion superoéxido esta entre as espécies mais comuns responsaveis pelo
stress oxidativo, formado principalmente durante o transporte de elétrons
mitocondrial e microssomal, bem como a partir do sistema xantina/xantina oxidase e
outras oxidases celulares (THOMAS, 1994). Outras EOR incluem o radical hidroxila,
o radical peroxila e o peroxido de hidrogénio. As ENR incluem o éxido nitrico (NO®) e
o didxido de nitrogénio (NO"). O NO° é formado a partir do aminoacido L-arginina
enguanto que o NO," é formado quando o NO°® reage com o oxigénio (CAO; PRIOR,
2000).

Apesar de nosso organismo gerar constantemente espécies reativas, ele
também possui um sistema de defesa antioxidante. Este sistema é constituido por
uma complexa rede de compostos e enzimas, tais como a superéxido dismutase,
Se- glutationa peroxidase, glutationa redutase, catalase e componentes
antioxidantes tais como a glutationa, vitamina E, carotendides e vitamina C. No
plasma ainda encontramos compostos que auxiliam na atividade antioxidante, entre
eles o acido urico, a ceruroplasmina, a albumina, a transferrina e a hemopexina
(PIETTA, 2000).

Os constituintes dietéticos estdo relacionados com ambos, como agentes
causadores do stress oxidativo e agentes protetores como defesa antioxidante
(CAO; PRIOR, 2000).

Estudos do mecanismo de quimioprevengdo tém focalizado a atividade
biolégica de varios compostos encontrados em frutas e vegetais consumidos na

dieta normal. Dentre os mais importantes compostos antioxidantes encontram-se a



vitamina C, vitamina E e B-caroteno (WANG; CAQO; PRIOR, 1996). Outros compostos
tais como os acidos fendlicos, flavondides, terpenos e glucosinolatos
(DREWNOWSKI; GOMEZ-CARNERO, 2000) também sdo alvos de recentes
pesquisas.

Os compostos fendlicos, apesar de ndo apresentarem importancia
nutricional direta, tém recebido muita atencéo devido a sua atividade biolégica. Uma
atraente hipbtese sugere que os alimentos vegetais contenham compostos
metabdlicos secundarios, que quando ingeridos freqientemente através da dieta,
apresentam efeitos benéficos a saude, entre os quais os de anti-inflamatério e
antioxidante (HARBORNE; WILLIAMS, 2000; HOLLMAN; KATAN, 1999).

Varios estudos demonstram a atividade antioxidante exercida pelos
flavonoides, principalmente o de sequestrar varias espécies oxidantes, tais como
anion superéxido, radical hidroxila e radical peroxila (HARBORNE; WILLIAMS,
2000). Os flavonoides sao caracterizados estruturalmente como difenilpropanos (Ce-
Cs3-Ce) que ocorrem naturalmente nos vegetais (BRAVO, 1998).

Considerando que os flavondides podem atuar como agentes antioxidantes,
auxiliando no sistema antioxidante do organismo (SMITH; YANG, 1994), é
interessante identificar fontes alimentares com potencial agcao quimiopreventiva e
principalmente estudar seu efeito in vivo.

Assim, este trabalho é parte de um projeto mais amplo que visa avaliar o
potencial antioxidante dos flavondides de alimentos vegetais na sua forma in natura
e processada, e contribuir para o conhecimento da sua estrutura e

biodisponibilidade.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. FLAVONOIDES

2.1.1. Caracteristicas estruturais
Estruturalmente, os flavondides sao caracterizados por apresentarem 15
atomos de carbono em seu nucleo fundamental, constituido por dois anéis
aromaticos unidos por uma cadeia de trés atomos de carbono que pode ou nao
formar um terceiro anel (Ce-C3-Cg). Nos compostos ftriciclicos, os anéis sao
denominados de A, B e C (Figura 1) (BRAVO, 1998).

Flgura 1: Estrutura geral de flavondides (BRAVO, 1998).

As classes de flavonoides podem ser diferenciadas com base na oxidagao
do anel pirano central e também pela posicado da ligacao do anel B. Desta maneira,
os flavondides podem ser divididos em seis classes: flavonas, flavondis,
antocianidinas, flavanonas, isoflavonas e flavan-3-ol. Outras classes também
incluem auronas e chalconas (PETERSON; DWYER, 1998). No Quadro 1 estdo
descritas as caracteristicas estruturais de cada classe, juntamente com sua estrutura

fundamental.



Quadro 1: Caracteristica estrutural dos flavondides.

auséncia de 3-OH

O

principalmente em

cereais e ervas.

Classes de Caracteristica estrutural Estrutura geral Exemplos Obs.
flavonoides
Flavonol Caracterizado por ligagcdo dupla Quercetina Geralmente de cor
entre C,-Cgs, presenca de 3-OH e o O Caempferol amarela. E o flavonéide
um grupo ceto em Cy4 | Miricetina mais frequiente nos
‘ OH vegetais
0]
Flavan-3-ol Caracteriza-se por Cg saturado, Catequina Geralmente incolor. Esta
presenca de 3-OH e auséncia do Epicatequina presente em frutas
grupo ceto em Cq4 o O Epigalocatequina (maca) e chas (verde e
‘ preto)
OH
Flavona Ligagéo dupla entre C»-Cs, Apigenina Geralmente de cor
presenca grupo ceto em C4 e Luteolina amarela. Encontrada




Continuacao da Quadro 1

Classes de Caracteristica estrutural Estrutura geral Ocorréncia Obs.
flavondides
Flavanona Caracteriza-se por Cz saturado Naringenina Geralmente incolor ou
e grupo ceto em Cq4 Hesperitina ligeiramente amarelo.
O Encontrado quase que
exclusivamente em
0 citricos
Antocianidinas | Caracteriza-se por ion flavilio e Cianidina Apresenta-se nas cores
3-OH Delfinidina azul, vermelha ou
O+\ Peonidina violeta. Encontrado em
flores e frutas
= OH
Isoflavonas Difere estruturalmente dos Genisteina Apresenta-se incolor.
demais flavonéides pela 0 Daidzeina Encontrado quase que

orientacao do anel B ligado em

Cs

exclusivamente em

leguminosas




Continuacao da Quadro 1

Chalcona e Esqueleto C15 com abertura no Floretina Encontrada em frutas
dihidro- anel C (p.ex. maca)
chalconas




Os compostos individuais dentro de cada classe sao diferenciados
principalmente pelo nUmero e posigao de hidroxilas e metoxilas presentes nos dois
anéis aromaticos (COOK; SAMMAN, 1996).

Os flavonéides ocorrem como agliconas ou ligados a moléculas de
carboidratos (forma glicosilada). Os glicosilados mais comuns ocorrem como O-
glicosideos nos quais um ou mais grupos hidroxilicos sdo ligados a um ou mais
acucares por uma ligacdo hemiacetal. O efeito da glicosilagdo proporciona ao
flavondide menor reatividade e maior solubilidade em agua (STAFFORD, 1990).

Embora todos os grupos hidroxila possam ser glicosilados, ha maior
probabilidade nas posi¢des 3, 5 e 7 pois correspondem as hidroxilas mais acidas. Os
acucares mais comumente encontrados ligados aos flavondides séo glicose,
ramnose, galactose, xilose e arabinose. Outros agucares ocasionalmente podem ser
encontrados, entre eles manose, frutose, acido glucurdnico e acido galacturdnico
(COOK; SAMMAN, 1996; DREWNOWSKI; GOMEZ-CARNERO, 2000).

A funcao dos flavonodides na planta tem sido relacionada a protecdo da planta
a luz UV-B, atividade antimicrobiana e protecao contra alguns tipos de insetos. Os
flavondides geralmente absorvem na regido do comprimento de onda de 230-370
nm, atuando como filtros de UV, protegendo os tecidos fotossintetizantes. Outra
indiscutivel funcao dos flavondides e polifendis relacionados é a de proteger a planta
contra a invasdo microbiana. As isoflavonas, flavanas e flavanonas sao conhecidas
por possuirem atividade antifungica. Além da atividade antimicrobiana, os
flavondides também possuem um papel importante na protecdo contra insetos e
herbivoros (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

No arroz, observa-se um aumento na concentracdo da flavanona
sakuranetina e do acido clorogénico nas folhas da planta em resposta a infecgéao
causada pelo nematdide Ditylenchus angustus (HARBORNE; WILLIAMS, 2000).



2.1.2. Biossintese

Os flavondides sao sintetizados como parte da rota metabdlica de
fenilpropandides. Os flavondides sdo formados por compostos aromaticos derivados
do aminoacido fenilalanina e do malonil-CoA que, por acdo da chalcona sintase,
formam o precursor comum aos flavonoides, a chalcona. Sua biossintese €
considerada mista devido ao envolvimento das vias do acido chiquimico e do
acetato-malonato (STAFFORD, 1990).

De maneira geral, a chalcona é formada a partir da condensacdo de 3
unidades de acetato que formam o anel A (via do acetato-malonato), enquanto que
o anel B e os trés carbonos do anel central sdo derivados do acido p-cumarico (via
do acido chiquimico) (VICKERY; VICKERY, 1981).

O &acido p-cumarico € formado a partir do aminoacido fenilalanina que é
sintetizado a partir da via do acido chiquimico. Nesta via, o acido corismico pode ser
considerado o metabdlito primario que, em presenga da corismato mutase, é
convertido em &cido prefénico, do qual se formam os aminoacidos fenilalanina e
tirosina (VICKERY; VICKERY, 1981).

A partir da chalcona formam-se os seis maiores subgrupos de flavondides
encontrados na maioria das plantas superiores: chalconas, flavonas, flavondis,
flavanonas, antocianinas e catequinas. Algumas espécies de plantas também

sintetizam as isoflavonas que s&o encontradas em leguminosas (Figura 2).
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Figura 2: Relagdes biossintéticas entre classes de flavondides (adaptado de WINKEL-

SHIRLEY, 2001).
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2.2. PROPRIEDADES DOS FLAVONOIDES

Diversos estudos epidemiolégicos indicam o efeito protetor do consumo de
frutas e hortalicas contra o cancer e doencas cardiovasculares. O efeito protetor
observado em estudos epidemioldgicos geralmente se deve a uma variedade de
constituintes que incluem minerais, fibras e numerosos compostos metabdlitos
secundarios, como os flavonoides. Entretanto, evidéncias em humanos ainda sdo

escassas e algumas vezes controversas (PIETTA, 2000).

2.2.1. Atividade antioxidante

Diversas propriedades s&o atribuidas aos flavondides tais como antioxidante,
moduladores da atividade enzimatica, redugéo da proliferacao celular, entre outros, e
relacionadas a atividade biolégica, principalmente na prevencdo do céancer e
doengas cardiovasculares, como anti-inflamatorios e anti-virais. De maneira geral, a
propriedade mais descrita é a sua capacidade antioxidante (HARBORNE;
WILLIAMS, 2000).

Devido ao seu baixo potencial redox (0.23 <E7< 0.75) (JOVANOVIC et al.,
1994), flavonoides sdo termodinamicamente capazes de reduzir radicais livres com
potencial redox entre 2,13-1,0 V, tais como anion superoxido, radicais hidroxila,
alcoxila e peroxila (BUETTNER, 1993). O radical aroxila formado pode reagir com
um segundo radical, adquirindo uma estrutura estavel de quinona.

A inibigdo da peroxidagdo € influenciada por diversas caracteristicas da
estrutura do flavonoide. Estudos de relagcdo estrutura-atividade (REA) indicam
algumas caracteristicas estruturais importantes para a atividade antioxidante dos
flavonoides, entre elas (COOK; SAMMAN, 1996; PIETTA, 2000; RICE-EVANS;
MILLER; PAGANGA, 1996):

(1) Estrutura o-dihidroxi no anel B, que confere alta estabilidade ao radical
formado e participa na deslocaliza¢ao do elétron;

(2) Presenca do grupo 3-hidroxi ligado a ligagao dupla entre C»-C3 e adjacente a
funcao 4-oxo no anel C, responsavel pela deslocalizagao do elétron a partir do
radical aroxila formado no anel B para o anel A;

(38) Padrao de hidroxilacao, principalmente Cs e C7 no anel A com funcao 4-oxo

do anel C.
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A auséncia ou a substituicdo de algumas das caracteristicas estruturais
citadas acima, reduzem ou levam a perda da atividade antioxidante.

De acordo com Rice-Evans, Miller e Paganga (1996), os flavonéides que
apresentam os maiores valores de TEAC (atividade antioxidante Trolox equivalente)
em sistema ABTS™ sdo: o flavonol quercetina por apresentar todas as
caracteristicas estruturais citadas acima (4,72 + 0,10 mM); as antocianidinas
cianidina e delfinidina por apresentarem o mesmo arranjo de hidroxilas vicinais da
quercetina (4,4 = 0,1 mM); e as catequinas esterificadas ao &cido galico
(epicatequina galato e epigalocatequina galato), onde neste caso o alto valor de
TEAC é reflexo da contribuicdo do acido galico (4,93 = 0,02 e 4,75 £ 0,06 mM,
respectivamente).

Nos vegetais, os flavondides geralmente se encontram na forma glicosilada.
Desta maneira, pode-se esperar alteracées na capacidade antioxidante em relacao a
sua forma aglicona.

O TEAC em sistema lipossomo/Fe-ascorbato da quercetina monoglicosideo
e diglicosideo foi de aproximadamente metade em relacdo a aglicona. O mesmo
sendo observado para os glicosideos do caempferol (PLUMB; PRICE;
WILLIAMSON, 1999).

Além das caracteristicas estruturais, outro fator a ser considerado para a
avaliacdo da atividade antioxidante € o coeficiente de particdo dos compostos que
modula a sua interagdo ou incorporagdo com a biomembrana.

Liao e Yin (2000) em oxidacdo de membrana de eritrécito e de lipossomo
catalisada pelo ferro, verificaram uma correlagdo negativa entre a atividade
antioxidante e o coeficiente de particdo octanol/H>O (cp) na ordem: catequina (cp
0,60)>epicatequina (cp 0,94)>rutina (cp 1,27)>quercetina (cp 3,84)>miricetina (cp
5,27). Assim, os flavondides que apresentaram uma maior interacdo com a
membrana mostraram uma menor interagcdo com o0s oxidantes presentes na fase
aquosa, o que explicaria a melhor eficiéncia da rutina em relagdo a quercetina. Estes
resultados também estdo de acordo com Saija et al. (1995) uma vez que a maior
hidrofilicidade da rutina em relacdo a quercetina foi mais efetiva em inibir a
peroxidacao do linoleato induzida pelo ferro.

Por outro lado, a maior afinidade da quercetina pela membrana cerebral de

rato promoveu um efeito protetor maior do que a rutina contra a auto-oxidagao, uma
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vez que os acucares da rutina provavelmente dificultariam a penetracdo deste na
membrana bioldgica devido a sua baixa lipossolubilidade (SAIJA et al., 1995).

Resultados semelhantes foram observados por Satué-Gracia, Heinonen e
Frankel (1997) que atribuiram a maior eficiéncia da malvidina em relagdo a
delfinidina e cianidina, em sistemas de oxidac¢ao de lipossomo e LDL catalisada pelo
cobre, devido a maior afinidade da antocianidina pela interface da particula conferida
pela baixa polaridade dos grupos metoxila do anel B.

Diante disso, verifica-se que a diversidade de métodos para avaliar a
capacidade antioxidante e as caracteristicas intrinsicas do antioxidante dificultam
uma andlise conclusiva da atividade antioxidante de flavonoides.

Ainda, o mecanismo de atuagdo dos flavondides como antioxidantes, nao
necessariamente envolve a reacao direta com o oxidado, podendo ocorrer por um
mecanismo indireto. Viana et al. (1996) demonstraram, em sistema in vitro, que 0s
flavondides previnem a oxidagcdo do LDL (lipoproteina de baixa densidade),
catalisada pelo cobre, pela diminuicdo do consumo de vitamina E presente na
particula, aumentando assim a fase lag do processo oxidativo e a fase lag do
decaimento da vitamina, aumentando desta forma a resisténcia do LDL a oxidacao.
Contudo, uma vez que a vitamina E do LDL era totalmente consumida, a adicao dos
flavondides durante o processo de oxidagcao nao paralisou ou diminuiu a reacao de
oxidagao.

A oxidacao do LDL é assumida com evento-chave na iniciacao e progressao
da arterosclerose. A arterogenicidade do LDL deve-se a sua alta concentragéo de
acidos graxos poliinsaturados, altamente susceptiveis a oxidacdo pelos radicais
livres (FRANKEL et al., 1998).

O efeito protetor dos flavondides a oxidagdo do LDL induzida pelo cobre
também é observado para os flavondides do cha, especificamente as catequinas do
cha verde e as teoflavinas (dimeros da catequina) de folhas de cha preto. Entre as
catequinas, a epigalocatequina galato proveu maior protecdo ao LDL, além de
apresentar atividade antioxidante superior a da vitamina E na mesma concentragéo
molar (ISHIKAWA et al., 1997). Ja em sistema de lipossomos, a catequina e a
epigalocatequina foram os melhores antioxidantes (HUANG; FRANKEL, 1997).

Outro mecanismo dos flavondides como antioxidantes é o de quelar metais.

Esta caracteristica é principalmente associada a presenga do grupo o-dihidroxi
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presente no anel B, grupo 3-hidroxi e 4-oxo no anel C, e grupos 4-oxo e 5-hidroxi

entre o anel C e A (Figura 3).
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Figura 3: Esquema demonstrando os sitios de ligacao da quercetina com metais

(Me?) (PIETTA, 2000).

2.2.2. Moduladores de enzimas

Alguns flavonoides inibem enzimas responsaveis pela producdo de anion
superoxido, tais como a xantina oxidase. Também apresentam propriedade de inibir
a ciclo-oxigenase, lipoxigenase e tirosina quinase.

O mecanismo proposto para a inibicdo da tirosina quinase apresentada por
alguns flavondides, como por exemplo, quercetina e genisteina, é a inibigcdo
competitiva pelo sitio do ATP (Figura 4). A tirosina quinase é um receptor de
membrana com caracteristicas enzimaticas, onde a acentuada atividade ou o
excesso de expressao estdo relacionados a diversas doengas proliferativas, como o
cancer e a psoriase. As principais caracteristicas estruturais destes dois flavondides
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N g

formacao de pontes de hidrogénio semelhantes aquelas formadas pela molécula da
adenina do ATP, nas posi¢cdes 767 do ac. glutdmico e 769 da metionina, do sitio
catalitico; grupo 3-ceto; e o anel B preferentemente em posicado 3 para ocupar a
regiao da proteina no qual se liga ao anel da ribose do ATP (cistina 773) (CUSHMAN
etal., 1991; TRAXLER et al., 1999).

NH
el

Sl A, Theres

/

H
I

N
G
3
R
E
G
|

O
N

Figura 4: Sitio de ligagdao do ATP no receptor tirosina quinase e proposta de
ligacdo da genisteina como inibidor competitivo do ATP. (—) ATP; ( )
genisteina; (—) ponte de hidrogénio. Fonte: Traxler et al., 1999.

Outras enzimas inibidas pelos flavondides sdo a ciclo-oxigenase e a 5-
lipoxigenase, enzimas importantes no metabolismo do acido araquidénico e
responsaveis pela resposta inflamatéria. A COX € uma enzima responsavel pela
sintese de prostaglandinas e tromboxanos a partir do &cido araquidbnico e é
encontrada sob duas isoformas (COX-1 e COX-2). A COX-1 é uma enzima

constitutiva, presente em quase todos as células, enquanto que a COX-2 é uma
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enzima induzida, sendo altamente expressa em células relacionadas ao processo
inflamatadrio, incluindo macréfagos e leucécitos (KIM et al., 2004). A COX-2 é uma
enzima rapidamente induzida por promotores de tumor, fatores de crescimento e
citocininas, sendo que seu produto de sintese, a prostaglandina-2, afeta a
proliferagdo celular, crescimento de tumores e suprime a resposta imune as células
malignas (EARNEST; HIXSON; ALBERT, 1992).

Em leucécitos de peritdbneo de rato observou-se que a ciclo-oxigenase (COX)
e a b5-lipoxigenase foram inibidas por diversos flavondides de maneira dose
dependente. Dentre os flavondides estudados, as formas agliconas foram mais
eficientes na inibicdo das enzimas em relagdo as suas formas glicosiladas. A
presenca de hidroxilas nas posi¢coes 3’e 4'no anel B acentua a atividade inibitéria
para a 5-lipoxigenase (quercetina, hipoaletina, gossipetina), enquanto que a
substituicdo na posigao 2° é detrimental. Observa-se que os flavondides com poucos
substituintes (galangina, crisina, 3-hidroxiflavona) sdo mais potentes e apresentam
maior seletividade para a ciclo-oxigenase (MORONEY et al., 1988).

Além da COX, os flavonoides também parecem inibir a fosfolipase A, (PLA),
principal enzima responsavel pela liberacdo de &cido araquidbnico (precursor dos
eicosanoides) a partir da membrana (KIM et al., 2004).

Além da inibigao direta dos flavonéides sobre as enzimas do metabolismo do
acido araquidénico, a modulacdo da expressdo génica de moléculas pro-
inflamatérias também parece ser um dos mecanismos da atividade anti-inflamatéria
apresentada pelos flavonoides. Liang et al. (1999) verificaram que apigenina,
genisteina e caempferol sdo ativos inibidores da ativacao transcripcional da ciclo-
oxigenase 2, enquanto que a apigenina e caempferol foram inibidores da transcricao
da oxido nitrico sintase em macrofago de rato induzido por lipopolissacarideos (LPS)
(IC50 <15 uM). Entretanto, estes mesmos flavonéides nao inibem significativamente
a COX-2, enquanto epigalocatequina-3-galato e quercetina apresentaram ligeira
inibicao.

Outra importante evidéncia foi publicada recentemente por Kao et al. (2005)
onde flavonoides contidos em extrato da fruta Crataegus pinnatifida (principalmente
quercetina-3- O-galactosideo) inibiram a produgéo de prostaglandina-2 e 6xido nitrico
em macrofago RAW 264.7 induzida por LPS, além de diminuir a expressao hepatica

de COX-2 e 6xido nitrico sintase induzidos por LPS em ratos.
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2.2.3. Moduladores de alteragdes génicas

A interagdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio com as bases de
DNA pode resultar na formacao de adutos de DNA que durante a replicacdo pode
levar a uma mutacao e contribuir para o desenvolvimento de células neoplasicas
(LAMPE, 1999).

Em cultura de hepatocito, a adicdo simultanea da miricetina (25-100 uM) com
0 agente oxidante nitrilo acetato férrico previniu a oxidagao lipidica e 0 acumulo de
produtos de oxidacdo do DNA, além de estimular a liberacdo de bases de DNA
oxidadas no meio de cultura. A remogao de altos niveis de produtos de oxidagao
corresponde a ativagcao das enzimas reparadoras do DNA (excision-repair enzyme)
pela miricetina, além de estimular a sintese, ou estabilizagdo do RNAm
correspondente (ABALEA et al., 1999).

Além disso, a pré-incubagao de linfécitos humanos com quercetina (10-50
uM) e miricetina (100 uM) suprimiram a quebra de DNA induzida pelo H,O,, sendo
que o a-tocoferol e B-caroteno n&o diminuiram esta quebra (DUTHIE et al., 1997).

Apesar dos efeitos antioxidantes descritos para inumeros flavonoides, em
determinadas circunstancias pode-se também observar atividade pré-oxidante. Nas
concentragcbes superiores a 100 uM, quercetina e epigalocatequina provocaram
danos oxidativos ao DNA/ H>O» de linfécitos T (JOHNSON; LOO, 2000), ou mesmo
flavondides tendo um grupo o-trihidroxi no anel B (epigalocatequina galato,
delfinidina, miricetina) ou anel A (quercetagetina) induziram significativamente a
quebra do DNA na presenca de compostos formadores de éxido nitrico. Contudo,
estes mesmos flavondides ou mesmo o éxido nitrico ndo causavam quebra do DNA
quando aplicados sozinhos. A atividade pr6-oxidante dos flavondides em presenca
de éxido nitrico pode ser devida a formagao de espécies reativas de nitrogénio, tais
como peroxinitrito e nitroxila formados pela reagcéao entre o éxido nitrico e derivados
quinona/semiquinona (OHSHIMA et al., 1998).

Assim, é dificil tracarmos um padrao de relacdo estrutura atividade (REA)
entre os flavondides e a atividade antioxidante devido a inumeros métodos de
analise e inumeros outros fatores, tornando-se muito mais complexo ainda quando
envolve biomoléculas complexas como DNA e proteinas. Desta maneira, ainda nao
€ possivel tracarmos um mapa geral da REA para a atividade biolégica dos

flavonoéides.
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2.3. ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE ALIMENTOS VEGETAIS

2.3.1. Evidéncias epidemiolégicas

Varios trabalhos referenciam a atividade antioxidante de extratos de frutas,
hortalicas, ervas e vegetais medicinais, analisados por diversos métodos, a fim de
correlacionar o consumo de alimentos vegetais e os efeitos benéficos a saude.

Embora seja dificil analisarmos a relacdo entre consumo de vegetais a partir
da dieta e o risco de mortalidade, estudos realizados por Rissanen et al. (2003)
verificaram uma relagéo inversa entre o consumo de alimentos vegetais (>408 g/dia)
e a incidéncia de doencgas cardiovasculares (DCV). Esta mesma relagdo foi
observada por Johnsen et al. (2003) para a taxa de risco de derrame (54.506
individuos, 50-64 anos).

Por outro lado, nenhuma correlagao entre o risco de derrame vs dieta vegetal
foi observada para o grupo monitorado por Steffen et al. (2003) (5.792 individuos,
45-64 anos). Ja a ingestdo de cereais integrais foi inversamente associada a
mortalidade por causas diversas e a incidéncia de DCV. Um dado interessante
encontrado nesse trabalho foi a correlacdo negativa entre a ingestdao de frutas e
vegetais e as DCV, somente entre os afro-americanos, mas nao entre a populagéao
branca.

Em algumas regides da Franca, a ingestao regular de vinho tinto na dieta, que
possui alta concentragdo de compostos fendlicos, foi relacionada a baixa
mortalidade por DCV. Esta relacdo € conhecida como "paradoxo francés"
(HARBORNE; WILLIAMS, 2000; VIANA et al, 1996). Os principais flavonéides
presentes no vinho tinto sdo as catequinas com concentragdo de 190 mg/L. Outros
flavonoides incluem a epicatequina, malvidina-3-glicosideo, rutina e outros derivados
de quercetina, derivados de miricetina e derivados de cianidina (FRANKEL;
WATERHOUSE; KINSELLA, 1993).

Em adicdo, uma caracteristica das dietas orientais é o alto consumo de cha
verde que, além da presenca de &acidos fendlicos e taninos, apresenta também
flavondides.



18

2.3.2. Atividade antioxidante de extratos vegetais

Alguns resultados relatados em literatura apontam grande correlacdo entre a
atividade antioxidante de extratos vegetais com o conteudo de flavonéides. Vinson et
al. (1998) observaram que diversas hortalicas apresentavam atividade antioxidante
em sistema LDL entre 1Cs5p 0,20 a 1,77 uM equivalente em acido galico, na maioria
similares ao da quercetina e rutina (0,224 e 0,512 uM, respectivamente) e superiores
ao da vitamina C, E e B-caroteno (1,45; 2,40; 4,30 uM, respectivamente).

Kahkénen et al. (1999), utilizando a autooxidacdo do linoleato de metila, na
concentracao de 500 ppm de 92 extratos metandlicos de vegetais comestiveis e nao
comestiveis, observaram que todas as frutas denominadas “berries” e a macga
apresentaram os maiores valores de inibicdo da autooxidacao, sendo estas ricas em
antocianinas e descritas como potente antioxidante em varios sistemas de oxidagéo.

Em sistema B-caroteno, Velioglu et al. (1998) também verificaram que os
vegetais mais ricos em antocianinas apresentaram os maiores valores de inibicao na
ordem de mirtilo>cebola roxa>cereja>batata roxa. Ainda, a atividade antioxidante do
suco de uva roxa foi correlacionada ao conteudo de antocianinas, enquanto que
para 0 suco de uva branca foi correlacionada aos niveis de flavan-3-ol e
hidroxicinamatos (FRANKEL et al., 1998).

Entretanto, dentre oito cultivares de morango, a atividade antioxidante
avaliada por TOSC (total oxyradical scavenging capacity assay) apresentou baixa
correlacdo com o conteudo de fendlicos totais e nenhuma correlagdo com o
conteudo de flavonédides ou antocianinas (MEYERS et al, 2003). Estes resultados
também foram encontrados por Cordenunsi et al. (2003) em cultivares de morango
avaliados pelo método B-caroteno.

Apesar dos resultados controversos quanto a correlacao entre fendlicos totais
ou conteudo de flavonodides com a atividade antioxidante, pouco se sabe sobre a
contribuicado individual de cada composto na atividade antioxidante total. Em mirtilo
(Vaccinium corymbosum cv. Sierra), o acido clorogénico foi o principal contribuidor
na atividade antoxidante (~20,9%) analisado por ORAC, enquanto que as 11
antocianinas identificadas contribuiram juntas com 56,3% da atividadade
antioxidante total. J& em  Vaccinium macrocarpon cv. Ben Lear, peonidina-3-
galactosideo sozinho foi responsavel por 20,8% da ORAC, enquanto cianidina-3-
galactosideo em Vaccinium vitis-idaea cv. Amberland respondeu por 43% do total de
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ORAC (ZHENG; WANG, 2003), o que demonstra o grande potencial das
antocianinas como composto antioxidante.

Outros trabalhos relatam exaustivamente a atividade antioxidante de vegetais.

Eles incluem diferentes partes da planta tais como sementes (feijao, trigo) 1oV ¢! &k

2003; VELIOGLU et al., 1998; VINSON et al., 1998), frutaS (gO|aba, mll”[l|0, ma@é, gl’OSG”’la, morango,

nectarina, uva, abacaxi, banana, laranja, péra, limao, ameixa) (PONOVAN et al, 1998;
FRANKEL et al, 1998; GARCIA-ALONSO et al., 2003; HEINONEN et al., 1998a e 1998b; KAHKONEN et al., 1999; MEYER et
al,, 1997; ROBERTS E GORDON, 2003; SUN et al,, 2002; VELIOGLU et al, 1998; VINSON ef al, 2001; VINSON et al., 1998;

WANG et al, 1996) £4hag ( ) (CHU; CHANG; HSU,

cha, espinafre, repolho, alface, salséo, brocoli
2000; GAZZANI et al., 1998; LEONG; SHUI, 2002; KAHKONEN et al., 1999; VELIOGLU et al., 1998)’ entre outros.

De maneira geral, para que os compostos fendlicos sejam considerados
antioxidantes e desempenhem seu papel biolégico € necessario, portanto, que
obedecam a duas condigdes basicas: primeiro, quando presentes em baixa
concentracdo, sejam capazes de inibir, retardar e prevenir a autooxidagcdo ou
oxidacao mediada por radicais livres; e segundo, que o produto formado apds o

sequestro do radical seja estavel (RICE-EVANS; MILLER; PAGANGA, 1996).
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2.4. BIODISPONIBILIDADE DE FLAVONOIDES

Em geral, estima-se que o consumo de flavonoides e é&cidos fendlicos é
superior a 1 g/dia, independente do método de analise utilizado (método de Folin ou
cromatografico) (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000). Deste total, 25% correspondem
a ingestao de antocianinas (BRINDLE; TIMBERLAKE, 1997). Por outro lado, Arabbi,
Genovese e Lajolo (2004) estimaram a ingestdao de flavondides pela populagéo
brasileira, entre 60 a 106 mg/dia, valor este superior ao estimado a populacédo de
outros paises europeus, como no caso da Finlandia, com 55 mg/dia e da Dinamarca,
com 28 mg/dia (LUGASI; HOVARI, 2000).

Contudo, quando analisamos os flavonoides como compostos antioxidantes e
como alimento funcional, um importante fator a ser considerado € a forma como séo
absorvidos e estdo presentes no organismo humano. Apesar dos estudos de REA
considerarem que as formas agliconas dos flavondides apresentam melhor atividade
antioxidante, quando comparados as suas respectivas formas glicosiladas,
geralmente os flavonoides se encontram glicosilados nos vegetais.

A definigdo do termo biodisponibilidade é controversa. A biodisponibilidade de
nutrientes foi definida por O'Dell (1984) como "a proporcao do nutriente no alimento
que é absorvida e utilizada nos processos de transporte, assimilacao e conversao a
forma biologicamente ativa".

A principal barreira para a absorcdo de compostos é formada pelo epitélio
intestinal e pelas diversas vias que podem ser seguidas para atravessa-lo (Figura 5).
A importancia de cada via depende das propriedades fisico-quimicas do composto
em estudo, tais como a lipofilicidade, tamanho da molécula e ionizagédo, além da
possivel afinidade por proteinas transportadoras (BOHETS et al., 2001).

Dentre os mecanismos de absor¢cado, o transporte passivo frequentemente
ocorre atraves da membrana celular do enterécito (transporte transcelular), via
predominante de drogas lipofilicas. Outra via passiva € o transporte através das
juncdes entre o0s enterdcitos (transporte paracelular), geralmente observado para
drogas hidrofilicas e finalmente, o transporte carreado por transportadores presentes
na membrana do enterécito (BOHETS et al., 2001).



21

\ 4 v

Figura 5: Possiveis rotas de transporte de drogas através do epitélio intestinal. (1)
transporte transcelular passivo, (2) transporte paracelular passivo, (3) transporte
ativo ou mediado por transportadores, (4) transcitose, (5) efluxo ativo mediado por
transportador (BOHETS et al., 2001).

Em humanos, admite-se trés mecanismos de absorcdo de flavondides. O
primeiro envolve a difusdo passiva da forma aglicona através da borda em escova
da mucosa epitelial. Neste caso, o flavonéide sofre hidrolise da ligacao glicosidica
por B-glicosidases enddgenas (GEE et al., 2000) e a absor¢cdo é dependente do
coeficiente de particdo da forma aglicona e da especificidade da enzima em relacao
ao agucar ligado.

Varias B-glicosidases estdo presentes no intestino delgado. Dentre elas
incluem-se: a glicocerebrosidase (EC 3.2.1.62); a lactase floridzina hidrolase (LPH)
(EC 3.2.1.23); e a glicosidase citosélica (EC 3.2.1.21). Todas estas enzimas, com
excecao da LPH, atuam intracelularmente e requerem o transporte dos flavonoides
glicosilados para o interior das células do epitélio e, neste caso, depende do
coeficiente de particdo dos compostos em questao (DAY et al., 2000a).

A LPH esta presente na parte externa da borda em escova do epitélio e é
primariamente responsavel pela hidrélise da lactose do leite. Além deste sitio, a LPH
possui um segundo sitio capaz de hidrolisar outros componentes do leite, a B-
glicosilceramida e uma dihidrochalcona glicosilada, a floridzina (DAY et al., 2000a). A

desglicosilacdo ndo enzimatica dos flavondides aparentemente nao ocorre em
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condicbes estomacais e intestinais, como demonstrado para os conjugados da
quercetina (GEE et a.l, 1998). Entretanto, condicées simuladas do suco gastrico
demonstraram a degradagcdo da proantocianidina em mondémeros de epicatequina
ou em dimeros (SPENCER et al.; 2000). Contudo, ao contrario desta evidéncia, uma
recente investigagcdo em humanos sugere que nenhuma clivagem de procianidina
ocorre no estdbmago de individuos apds a ingestdo de achocolatados (RIOS et al.,
2002).

A hidrélise do flavonéide glicosilado também depende do tipo de acgucar
presente na estrutura fundamental do flavonodide. As glicosidases presentes no
intestino delgado n&o atuam sobre os ramnoglicosideos. Desta maneira, o0s
flavondides conjugados a este aglcares ndao seriam absorvidos no intestino delgado
(SCALBERT; WILLIAMSON, 2000).

A velocidade de absorcao da quercetina-3-O-ramnoglicosideo é menor do que
a quercetina-4’-glicosideo (Tmax. Sangue de 6h e < 0,5 h, respectivamente), sendo a
biodisponibildade 20% menor, como seria esperado, jA que a quercetina-4'-
glicosideo € absorvida no intestino delgado apds hidrélise por LPH ou outra
glicosidase e os ramnoglicosideos somente apds hidrélise pela enzimas da flora
microbiana do intestino grosso (HOLLMAN et al.,, 1999). A posicdo dos acgucares
aparentemente nao interfere na biodiponibilidade, uma vez que quercetina 3-
glicosideo e 4'- glicosideo de cebola apresentaram a mesma biodisponibilidade em
humanos (Olthof et al., 2000). Entretanto, Day et al. (2003) demonstraram que a
hidrolise da quercetina-4’-glucosideo pela LPH foi 10 vezes maior quando
comparada a quercetina-3-glucosideo, sendo assim mais biodisponivel.

Além da biodisponibilidade, a desglicosilagdo pela LPH também afeta a
atividade antioxidante total. Em homogenato de intestino de rato submetido a
oxidacao por Fe(NOgs); e acido ascérbico, a quercetina-4’-glucosideo apresentou
maior atividade antioxidante em relagdo a quercetina-3-glucosideo e comparavel a
respectiva forma aglicona. A diferenca na atividade antioxidante dos dois glicosideos
foi atribuida principalmente a presenga da forma aglicona no meio, proveniente da
maior desglicosilacdo da quercetina-4’-glucosideo pela LPH (MUROTA et al., 2004)
e ndao somente a diferenca estrutural entre os dois.

Se a absorcao dos flavondides glicosilados nao ocorrer no intestino delgado,
estes estao sujeitos ao metabolismo microbiano e a extensiva degradacao no célon,

resultando em menor biodisponibilidade.
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Além do maior tempo para a absorcado dos flavonéides ramnoglicosideos, a
metabolizacdo destes pela flora microbiana também deve ser considerada. Em
sistema de fermentacdo in vitro, rutina, hesperidina e naringina, que Sa&o 0s
conjugados ramnoglicosidicos da quercetina, hesperetina e naringenina,
respectivamente, foram deglicosilados pela flora fecal humana apds 72 horas.
Entretanto, a quercetina ndo foi acumulada no meio, sendo provavelmente
metabolizada pela flora colénica (JUSTESEN et al., 2000). Desta maneira, quando a
flora microbiana € considerada, o processo de absorcdo frequentemente diminui
visto que a flora microbiana degrada a forma aglicona dos flavondides a varios
acidos aromaticos simples (MANACH et al., 2004).

Em complementacdo ao mecanismo de difusdo passiva, um segundo
mecanismo envolve a absorcdo das formas glicosidicas, sem prévia hidrdlise,
através da interacao do flavondide glicosilado com o transportador de glicose sédio
dependente (SGLT1) presente na borda em escova da mucosa epitelial (GEE et al.,
1998). Esse segundo mecanismo foi proposto apds a analise de absorcdo da
quercetina-3-glucosideo em rato perfusado, detectado-se no sangue tanto a forma
glicosidica quanto a forma aglicona (SPENCER et al., 1999).

Day et al. (2003) observaram que o0s glicosideos da quercetina sao
principalmente desglicosilados pela LPH a sua forma aglicona e esta absorvida por
difusdo passiva. Entretanto, a forma glicosilada é também transportada pela SGLT1
sendo posteriormente deglicosilada pelas B-glicosidases citosdlicas. Day et al.
(2003) também encontraram que a quercetina-3-glucosideo parece utilizar
predominantemente a rota de hidrélise pela LPH, enquanto que a quercetina-4'-
glucosideo utiliza as duas rotas de absorcao. Boyer, Brown e Liu (2004) também
encontraram que células Caco-2 quando incubadas com quercetina e quercetina-3-
glucosideo pura ou de cebola, acumulam mais a forma aglicona do que a forma
glicosilada. Além disso, a concentragcdo da forma aglicona quando incubada com
extrato de cebola foi superior a incubacdo com quercetina pura, provavelmente
devido a hidrélise das formas glucosiladas do extrato de cebola pela LPH.

Ainda, Cao et al. (2001) apds administragao de extrato rico em antocianinas a
mulheres idosas, observaram que estas sdo absorvidas totalmente na forma
glicosilada, sendo que o tempo de meia vida no plasma foi calculado em 132,6 min.

Aparentemente, o numero de acgucares no flavondide ndo restringe o

transporte de antocianinas pela SGLT1. Em estudo com humanos, os derivados
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glicosilados de delfinidina e cianidina foram absorvidos na forma intacta 1,25 - 1,75
horas ap6s ingestdo (MATSUMOTO et al., 2001). Para a maioria dos flavondides, o
pico maximo alcancado no sangue foi verificado de uma a trés horas apés ingestao,
sendo excretados rapidamente.

Embora a ingestdo de flavondides totais seja considerada alta, estudos
demonstram que somente 0,002-0,003% do total de antocianinas ingeridas é
absorvido, o que corresponde a aproximadamente 0,454 pg/Kg de antocianina
absorvida apoés trés horas da ingestao (1,2 g de antocianina) (MAZZA; COTTRELL;
HOLUB, 2002).

Embora a absorgédo dos flavondides ocorra basicamente através desses trés
mecanismos, polifendis do cha verde tais como galato de epicatequina e galato de
epigalocatequina marcadamente inibem de maneira competitiva a atividade da
SGLT1, como uma molécula antagbnica, embora eles ndo sejam transportados por
esta via (KOBAYASHI et al., 2000). Floridzina também inibe a SGLT1 mas nao €
transportada para o interior da borda em escova do epitélio (HIRAYAMA et al, 1996).

Além do mecanismo e a forma de absorcao dos flavondides, outro fator a ser
considerado é a sua metabolizacdo. O figado € o principal sitio de metabolizagéo
dos flavondides, entretanto, a mucosa intestinal também possui varias enzimas de
conjugacao metoxilagdo. A presenca de derivados metoxilados dos flavondides tanto
no plasma quanto no intestino pode ser o resultado da agdo da catecol-O-
metiltransferase intestinal (COMT; EC 2.1.1.6) (CRESPY et al., 1999; DONOVAN et
al., 2001). Além da metoxilacdo, os flavonbdides também aparecem na forma
conjugada ao acido glucurbnico no intestino delgado (CRESPY et al, 1999;
SPENCER et al., 1999). A glucuronidacéo de flavondides no intestino € dependente
da estrutura como observado em intestino evertido. Flavondides com um grupo
hidroxila substituido no anel B (p.ex. hesperetina) foram menos conjugados ao acido
glucurénico em comparagao aos flavondides com 3,4’-orto-dihidroxila no anel B, os
quais foram transferidos predominantemente como glucuronideos (SPENCER et al.,
1999). A conjugacao dos polifen6is com o acido glucurénico é catalisada pela UDP
glucuronosil transferase (UDPGT; EC 2.4.1.17), situada no reticulo endoplasmatico
de intestino (principalmente jejuno), figado e rim.

Apoés alcancarem a circulagdo sanguinea, muitos dos flavondides absorvidos
sao transportados ao figado ligados a albumina, enquanto que os flavondides
lipossoluveis s&o provavelmente absorvidos via circulagéo linfatica. O figado é o
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principal local de conversdo enzimdtica, particularmente a metilagdo e
glucuronidagédo (TSUDA, HORIO; OSAWA, 1999). No figado, os flavondides sao
metabolizados, sofrendo modificagcdes principalmente metilagées (resultando em 3’-
e 4’-O-metil éster), hidroxilagdes nas posicoes 2°, 3" € 4” ou reducdo do grupo
carbonila no anel heterociclico das flavanonas. No figado sdo também formados os
conjugados pelo acoplamento com o grupamento sulfato ou acido glucurdnico. Os
flavondides conjugados sado excretados pela urina ou bile, dependendo do
metabdlito formado (MANACH et al., 1996).

Apesar dos inumeros estudos sobre a biodisponibilidade dos flavonoides,
pouco ainda se sabe sobre as possiveis interagdées com as proteinas plasmaticas,
metabolizagéo e forma de excregao.
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2.5. METODOS PARA A AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

De maneira geral, uma substancia antioxidante pode ser definida como uma
substancia quimica que inibe a oxidagdo ou, qualquer substancia que quando
presente em baixa concentracdo, comparada a do substrato oxidavel, diminui ou
inibe significativamente a oxidagdo do mesmo (ABDALA, 1993). A acao antioxidante
nao se restringe somente a inibicdo da oxidacao lipidica, mas a oxidacao de outras
moléculas tais como o DNA e proteinas.

Durante a oxidacao lipidica o antioxidante pode atuar de varias maneiras,
atuando como quelantes de metais pré-oxidantes, sequestradores de radicais livres
e por decomposicao de perdxidos. Geralmente, em um sistema complexo, admite-se
gue mais de um mecanismo esteja envolvido causando o efeito sinérgico (MOURE
et al., 2001).

Segundo Silva, Borges e Ferreira (1999) os antioxidantes podem ser
classificados em: antioxidantes primarios, aqueles que interrompem a cadeia da
reacdo de oxidacado lipidica através da doacdo de elétrons ou hidrogénio aos
radicais livres, e antioxidantes secundérios, aqueles compostos que reduzem a
velocidade de iniciagdo da oxidagao.

Existem diferentes compostos antioxidantes presentes em tecidos animais e
vegetais, tornando dificil a analise de cada um separadamente. Diversas
metodologias tém sido desenvolvidas recentemente para avaliar a atividade
antioxidante de amostras bioldégicas e extratos vegetais. Os mais frequentes
métodos incluem avaliacées de danos oxidativos ao DNA e proteinas, avaliagdes
dos niveis de enzimas antioxidantes ou de compostos antioxidantes e a avaliacao
dos danos oxidativos em lipideos.

Muitos dos métodos quimicos sdo baseados na habilidade sequestradora dos
antioxidantes de diferentes radicais livres, tais como radical superéxido, radical
hidroxila, radical alquila e radical peroxila e, portanto, inibindo a oxidacdo de um
substrato alvo. Esta propriedade € monitorada através de um indicador da oxidagéao
que pode ser 0 desaparecimento do substrato lipidico, aparecimento de produtos de
oxidagao ou consumo de O,. O substrato alvo pode ser desde triacilglicerdis puros,
Oleos comerciais e até o DNA, dependendo da especificidade do estudo.

Lipossomos e microssomos também sdo utilizados no estudo da oxidacdo em
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sistemas que se assemelham as condicdes in vivo, devido a similaridade entre a
composicao da membrana lipidica e a membrana biolégica.

A inibigdo da oxidacao do LDL in vitro também é bastante utilizada para
avaliar a atividade antioxidante de compostos, tendo como vantagem simular a
oxidacao de LDL que esta relacionada a arterosclerose.

Além da habilidade de quelar radicais livres, o uso de cations metalicos (ferro
e cobre) também ¢é bastante utilizado para avaliar a capacidade quelante de metais
juntamente com a habilidade de antioxidante secundario. Entretanto, dependendo
das condicées experimentais, metais como o Fe®* podem ser reduzidos pelos
compostos antioxidantes a ion Fe?* e, desta maneira, o que anteriormente deveria
atuar como antioxidante atua agora como pro-oxidante.

Outros testes utilizam como principio a reducéo de radicais livres estaveis tais
como o DPPH (radical a,a-difenil-B-picrilhidrazina) e radicais catiébnicos ABTS (2,2’-
azino-bis (3-etil-benzotiozolina)-6-sulfénico), onde na presenca de antioxidantes
doadores de hidrogénio observa-se reducdo dos mesmos e perda de suas
caracteristicas croméforas.

Os quadros 2 e 3 exemplificam os métodos mais freqientes utilizados para a
avaliacao da atividade antioxidante, tanto de extratos vegetais quanto de flavonoides
purificados.

De qualquer maneira, ndo existe um método universal para avaliar a atividade
antioxidante ja que as metodologias geralmente sdo pontuais ou avaliam uma unica
propriedade.

Assim, o uso de diferentes métodos é indicado para predizer a efetividade de
um antioxidante frente as diferentes reagdes de oxidagao.



Quadro 2: Métodos de avaliacdo da atividade antioxidante de flavondides em extratos vegetais e purificados.

Principio Substrato Iniciador Detector Método de detecgdo Referéncia
Peroxidacao lipidica  Microssomo de CCIl/NADP/G-6-P TBARS Método TBA Velioglu et al., 1998
figado
Lipossomo Acetato de Cobre Hexanal CG-headspace Heinonen et al., 1998a
Dieno conjugado Monitoramento 234 nm Satué-Gracia et al., 1997
Huang e Frankel, 1997
FeCl, Decaimento na Monitoramento 384 nm Seeram e Nair, 2002
fluorescéncia de Arora et al., 1998
DPH-PA
FeSO, TBARS Método TBA Liao e Yin, 2000
] AAPH Dieno conjugado Monitoramento 234 nm Roberts e Gordon, 2003
Oleo de milho Acetato de cobre Hexanal CG-headspace Huang e Frankel, 1997
Dieno conjugado Monitoramento 234 nm
Emulsdo O/A Acetato de cobre Hexanal CG-headspace Huang e Frankel, 1997
Dieno conjugado Monitoramento 234 nm
LDL CuSO, Hexanal CG-headspace Heinonen et al., 1998a
Dieno conjugado Monitoramento 234 nm Satué-Gracia et al., 1997
TBARS MétodoTBA Frankel et al., 1998
Vinson et al., 2001
Metil linoleato 40°C Dieno conjugado Monitoramento 234 nm Heinonen et. al., 1998b
Chu, Chang, Hsu, 2000
Kahkoénen et al., 1999
Eletron spin resonance Pedrielli e Skibsted, 2002
Células H,0, TBARS Método TBA Lapidot, Walker, Kanner
pancreéticas 2002
Membrana de FeSO, TBARS Método TBA Liao e Yin, 2000
eritrocito ]
B-caroteno Acido linoléico Descoramento Monitoramento 470 nm  Gazzani et al., 1998

Velioglu et al., 1998

Burda e Oleszek, 2001
Cardador-Martinez et al.,
2002




Continuacao do Quadro 2.

Principio Substrato Iniciador Detector Método de deteccéo Referéncia
Seqliestradores de Radical ABTS Descoramento Monitoramento 417 nm Leong e Shui, 2002
radicais livres
Radical DPPH Descoramento Monitoramento 517 nm Chu, Chang, Hsu, 2000
Burda e Oleszek, 2001
Sistema super6éxido  Azul de Metosulfato de fenazina Espectro de redugao  Monitoramento 580 nm Chu, Chang, Hsu, 2000
tetrazolium Haraguchi et al., 1996

Xantina/Xantina oxidase

Oxidagdo de outros B-ficoeritrina AAPH
substratos
HgOg'CU
Cu

Deoxiribose/H,O, Fe/acido ascérbico

Poder redutor TPTZ-Fe** Amostra

Espectro de redugao

Decaimento na
fluorecéncia
Decaimento na
fluorescéncia
Decaimento na
fluorescéncia
TBARS

TPTZ-Fe*

Monitoramento 580 nm

Monitoramento 540/565 nm
Monitoramento 540/565 nm
Monitoramento 540/565 nm

Método TBA

Colorimétrico 593 nm

Nakamura et al., 1998
Winterbourn e Sutton,
1986

Cao, Sofic, Prior 1997
Wang, Cao, Prior, 1997
Cao, Sofic, Prior 1997

Cao, Sofic, Prior 1997

Chu, Chang, Hsu, 2000
Laughton et al., 1989
Papetti, Daglia, Gazzani,
2002

Halvorsen et al., 2002

ABTS- 2,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
DPPH- 1,1-difenil-2-picril-hidrazina

AAPH- 2,2’-azobis (2-amidinopropano)dihidrocloreto
TBARS- compostos tiobarbitirico reativos

DPH-PA- 3-[p-(6-fenil)-1,3,5-hexatrienil]fenil acido propiénico
TPTZ- 2,4,6- tripiridil-s-triazina

TBA- &cido tiobarbitdrico



Quadro 3: Métodos de avaliagao da atividade biolégica de flavondides.

Principio

Detector

Método de deteccao

Referéncia

Atividade
antiproliferativa

Inibigdo enzimatica:
Ciclo-oxigenase
Lipoxigenase

Oxidagédo do DNA

Céls hepéticas

Cél hepatécito de  Citrato de amobnia
férrico/ac. nitriloacético

Oxido nitrico

Crescimento celular

Eicosandides
marcados

8-oxoguanina
Danos no DNA

8-ox0-guanina

Analise por MTS?

Radio-TLC®

CG-MS°
Método TBA
Método cometa
(eletroforese)
CG-MS

Sun et al., 2002

Moroney et al., 1988

Abalea et al., 1999

Johnson e Loo, 2000
Duthie et al., 1997
Oshima et al., 1998

dMTS- MTS based cell titer 96 (nonradioactivity cell proliferation assay)
®CG-MS- Cromatografia gasosa-espectroscopia de massa
°TLC- cromatografia em camada delgada

30
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3. OBJETIVOS

Em decorréncia da indiscutivel relagao entre ingestao de alimentos e saude, o
presente trabalho tem como objetivos:

3.1. Avaliar a atividade antioxidante de flavondides de alguns vegetais
consumidos no Brasil;

3.2. A partir dessas avaliagbes, identificar as estruturas dos principais
componentes da amora silvestre (Morus sp.);

3.3. Estudar a absorcdo dos flavonoides identificados da amora silvestre
(Morus sp.).
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4. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DE ALIMENTOS
VEGETAIS

4.1. CONSIDERACOES GERAIS

Com o propédsito de se fazer uma avaliacdo, em primeira instancia, do
potencial antioxidante de flavondides de frutas, hortalicas e polpas congeladas de
fruta comerciais, consumidos na dieta humana, extratos destes vegetais foram
testados quanto a sua capacidade em inibir a oxidagdo do lipossomo e também a
oxidagao do 3-caroteno.

Ha um grande numero de fatores que influenciam a efetividade de um
antioxidante em sistemas biolégicos e modelos de oxidacdo. Entre eles podemos
citar as propriedades de particao lipideo/agua, condicées de oxidacao e estado fisico
do substrato oxidavel. Desta maneira, torna-se dificil avaliar a influéncia de todos
estes parametros com uma unica metodologia, fazendo-se necessario o uso de mais
de um protocolo de analise. Para este trabalho, foram selecionados dois métodos de
avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos vegetais: o0 método de oxidacao do
lipossomo e 0 método de oxidacao do -caroteno/acido linoléico.

O método de oxidacao do lipossomo avalia a propriedade de determinadas
substancias em sequestrar radicais peroxila formados a partir da oxidacao de
lipideos catalisada pelo cobre, bem como a capacidade em quelar metais pré-
oxidantes (MURAKAMI et al., 2002). Este sistema foi escolhido porque permite
investigar a atividade antioxidante em um modelo de membrana bioldgica. Além
disso, permite avaliar concomitantemente antioxidantes hidrossoluveis e
lipossoluveis sem a presenga de um co-solvente (ROBERTS; GORDON, 2003).

O método de oxidagdo do B-caroteno/acido linoléico também permite avaliar
a capacidade de sequestro de radicais livres gerados durante a peroxidacdo do
acido linoléico (SILVA, BORGES; FERREIRA, 1999). Trata-se de um ensaio
espectrofotométrico baseado na descoloragcdo (oxidagcdo) do B-caroteno induzida

pelos produtos de degradacgao oxidativa do acido linoléico.
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4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. REAGENTES QUIMICOS

Os reagentes &cido ascérbico, P-caroteno, acido linoléico, acido
tricloroacético, butilhidroxitolueno e lecitina de soja (40% de fosfatidilcolina) foram
obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, E.U.A.). O acido tiobarbiturico foi obtido
da Merck Chemical Co. (Darmstadt, Alemanha) e os demais reagentes foram de
grau analitico e grau HPLC, quando requerido.

4.2.2. MATERIAIS

4.2.2.1. Amostras vegetais

Para a avaliagdo da atividade antioxidante total de alimentos vegetais
normalmente consumidos na dieta, as amostras de hortalicas, frutas e polpas
congeladas de fruta foram obtidas no comércio local ou na Companhia de
Entrepostos e Armazéns Gerais do Estado de Sao Paulo- CEAGESP no periodo

compreendido entre abril de 2002 a fevereiro de 20083.

4.2.2.2. Preparo da amostra

Apds os vegetais serem lavados em agua corrente, as por¢goes comestiveis
foram cortadas em pedacos pequenos e congeladas em nitrogénio liquido sendo
mantidas em ultra-freezer a temperatura de —70°C até sua utilizagcdo. As amostras
de polpa congelada de fruta foram também estocadas em ultra-freezer a mesma

temperatura.

4.2.3. METODOS

4.2.3.1. Extracao

Os vegetais ou polpas congeladas de fruta foram triturados em almofariz e
pistilo com nitrogénio liquido. Quantidades de 1,0-1,5 g foram homogeneizadas por
dois minutos utilizando Ultra-Turrax (Polytron-Kinematica GmbH, Kriens-Luzern,
Suica) em metanol (MeOH) 70% ou MeOH/agua/acido acético (AcOH) na proporcao
de 70:30:5 v/v para as amostras que continham antocianinas. O extrato assim obtido
foi posteriormente centrifugado a 10.000 g/10 min/4°C e o residuo foi re-extraido nas
mesmas condi¢gées. O sobrenadante das duas extracdes foi agregado obtendo-se
assim o extrato metandlico bruto (EMB). As extrac6es foram realizadas em duplicata.
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4.2.3.2. Extragdo em fase sélida (SPE).

Para a purificagcdo parcial dos flavondides, aliqguotas do EMB  foram
concentradas em rotaevaporador (Rotavapor®120, Bichi, Flawil, Suica) a

temperatura de 40°C até a remogao do MeOH. A amostra livre de MeOH foi passada
em coluna de 1 g de poliamida (CC 6, Macherey-Nagel, Germany), preparada em
seringa propria de 6 mL (HPLC Technology) e pré-condicionada pela passagem de
20 mL de MeOH e 60 mL de agua destilada. Ap6s aplicagdo do extrato, a coluna foi
lavada com 20 mL de 4gua e a eluicao dos flavondides foi feita com 50 mL de MeOH
para flavondides neutros, seguido de 50 mL de MeOH-aménio (99,5:0,5 v/v) para
eluicdo dos flavondides acidos (PRICE et al., 1999). O fluxo através da coluna foi
controlado por meio de manifold (Visiprep 24 DL Supelco, Bellefonte, PA).

Os eluatos assim obtidos foram secos completamente em rotaevaporador a
40°C sob vacuo e ressuspendidas em 1 mL de MeOH (grau HPLC) ou MeOH:AcOH

(95:5 v/v) para as amostras contendo antocianina.

4.2.3.3. Determinacao de &cido ascérbico

O contetdo de acido ascorbico foi determinado ap6s extracdo com acido
metafosférico 0,3% e adicionado de ditiotreitol para a redugdo do acido
desidroascérbico (RIZZOLO; FORNI; POLESELO, 1984). A quantificacao foi feita por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) (Hewlett-Packard 1100) e detector
com arranjo de diodo (DAD), em coluna uBondpack C18 (300mm x 3.9 mm i.d.,
Waters, Milford, MA). A fase movel foi constituida de tampao acetato 0,2 M pH 4,2
com fluxo de 1,5 mL/min e a detecgao realizada em 262 nm. O acido ascorbico foi
identificado a partir do tempo de retencdo e identidade de espectro. O &cido
desidroascérbico foi calculado pela diferenga entre o conteudo de acido ascérbico
total (extrato tratado com ditiotreitol) e o conteudo de acido ascorbico.
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4.2.3.4. Determinacao de fendlicos totais.
A determinacéao de fendlicos totais foi realizada pelo método de Swain e Hillis
(1959), utilizando o reagente de Folin-Ciocaulteau e o &cido galico (AG) como

padrdo. O resultado foi expresso como mg AG/100 g base umida (b.u.).

4.2.3.5. Determinacgao da atividade antioxidante total

A atividade antioxidante total dos extratos metandlico bruto (EMB) e eluatos
de flavonédides &cidos e flavonéides neutros foi analisada utilizando-se dois métodos:
Método de oxidagédo do lipossomo catalisada pelo cobre e pelo método de co-

oxidagao do B-caroteno/acido linoléico.

4.2.3.5.1. Atividade antioxidante no sistema lipossomo

A atividade antioxidante foi avaliada pelo método descrito por Cao e Zhu
(1997), baseado na inibicdo da oxidacao do lipossomo catalisada pelo cobre. Para a
preparacdo da vesicula, aliquota de 4 mL de lecitina de soja (2 g/20 mL em
cloroférmio/metanol 20:10 v/v) foi evaporada sob nitrogénio até a formacéao de uma
pelicula seca e dispersa em 40 mL de tampéao fosfato de sédio 10 mM pH 7,4
contendo NaCl 0,15 M (concentracao final de fosfatidilcolina de 4 mg/mL). Apos
rapida e vigorosa agitagcao, a solugéo foi sonicada por 20 minutos sob nitrogénio no
escuro para a obtencao da vesicula multilamelar.

Para a determinagdo da atividade antioxidante, 2,88 mL da solugdo de
lipossomo foram adicionados de 90 uL de EMB ou eluatos obtidos a partir da SPE
(concentracao final de 10 e 50 uM equivalente de AG) e 30 uL de acetato de cobre 5
mM (concentragéo final de 50 uM). A mistura foi mantida em banho-maria a 37°C por
duas horas. Duas aliquotas de 0,5 mL foram retiradas antes da incubacao e apos
duas horas de reacao de oxidacao e adicionadas de 50 uL de BHT para a anélise de
compostos reativos com o acido tiobarbiturico (TBARS).

A andlise de TBARS foi realizada de acordo com Oteiza e Bechara (1993),
onde 0,5 mL do lipossomo oxidado € acrescido da mistura reativa (4cido
tiobarbiturico 0,375% p/v, acido tricloroacético 15% p/v em 0,25 N HCI) e mantida em
banho-maria fervente por 15 minutos. Os croméforos foram extraidos com 1,4 mL de
n-butanol sob forte agitacdo em vértex e centrifugado a 4°C por 10 min a 3.000 g. A

determinacao foi efetuada em espectrofotdmetro a 535 nm.
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A porcentagem de inibicdo da oxidacao foi calculada pela porcentagem de
inibicao relativa da amostra em relacdo ao controle (100% de inibicao) no tempo de

duas horas de oxidacdo. Todos os ensaios foram realizados em duplicata.

4.2.3.5.2. Atividade antioxidante no sistema [-caroteno/&cido linoléico

A atividade antioxidante dos EMB e eluatos de flavondides acidos e neutros
também foram avaliadas pelo método de descoramento do B-caroteno, seguindo
modificagdes descritas por Miller (1971).

Para o preparo da solugao reativa, aliquota de 20 uL de uma solucao de B-
caroteno em cloroférmio (2 mg/mL) foi misturado com 40 uL de &cido linoléico, 1 mL
de cloroférmio e 0,4 mL de Tween 40. Posteriormente, o cloroférmio foi evaporado
até completa secagem sob nitrogénio. Apdés evaporagdo do cloroférmio, foram
adicionados entre 100 e 120 mL de agua destilada, tratada com borbulhamento de
oxigénio durante 30 minutos. Esta solucdo deve apresentar densidade otica entre
0,6 € 0,7 no comprimento de onda de 470 nm.

Para a reacdo de oxidagao, aliquotas (100 uL) de EMB ou eluatos obtidos a
partir da SPE (10 e 50 uM AG) foram adicionados a 2,9 mL da solugdao de -
caroteno em cubeta de plastico. As amostras foram entdo submetidas a autoxidacao
em banho-maria a 50°C por duas horas. A absorbancia da solugdo foi
imediatamente medida a 470 nm e medidas em intervalos de 15 minutos durante 2
horas, usando espectrofotdmetro Hewllet Packard 8453.

Todas as determinagbes foram realizadas em cinco repeticoes e
acompanhadas por um controle sem antioxidante e um outro com antioxidante
sintético (BHT).

A porcentagem de inibicdo da oxidacao foi calculada pela diferenga entre o
decaimento da absorbancia da amostra, correlacionado ao decaimento da
absorbancia do controle e expresso em porcentagem.
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4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antioxidante foi determinada em duas concentragbes (10 e 50 uM
equivalente de acido galico) e avaliadas no extrato metandlico bruto (EMB) e eluatos
da separacdao em fase solida (SPE) de onde obtivemos flavondides neutros (FN) e
acidos (FA) (PRICE et al., 1999). Para as amostras que ndo contém antocianinas, 0s
FN e FA foram somados.

A atividade antioxidante de frutas e polpas congeladas de fruta nao foi
analisada pelo sistema lipossomo porque os agucares reagem com o reagente TBA
(CHATTERJEE e AGARWAL, 1988), interferindo nos resultados.

4.3.1. Atividade antioxidante de frutas

A Tabela 1 apresenta a capacidade antioxidante, em sistema -
caroteno/acido linoléico, de extrato metandlico bruto (EMB) de frutas, expresso em
porcentagem de inibi¢cdo. A atividade antioxidante foi arbitrariamente classificada em
alta (>70% de inibicdo da oxidagao), intermediaria (40-70% de inibicdo) e baixa (<
40% de inibigao).

A atividade antioxidante de todos os extratos testados dependeu da
concentracdo. A 10 uM, com excecao da casca de maga Gala e amora silvestre que
apresentaram atividade intermediaria, porém maior que o BHT, todas as demais
frutas tiveram baixa porcentagem de inibicdo da oxidagdo do B-caroteno. Ja na
concentracdo de 50 uM, casca de maga Gala e amora silvestre apresentaram alta
capacidade antioxidante (inibicido > 70%), similar ao antioxidante sintético BHT.
Amostras de carambola, abacaxi, jambolao e polpa de goiaba vermelha
apresentaram atividade intermediéria (inibicao entre 40-70%) na concentracao de 50
uM e as demais frutas apresentaram baixa atividade antioxidante (inibicdo < 40%).

O EMB de polpa de goiaba vermelha, na concentracado de 10 e 50 uM, foi de
duas a trés vezes mais efetiva do que a respectiva casca em inibir a oxidacao do B-
caroteno. Por outro lado, o EMB de casca de goiaba branca apresentou uma inibicao
de 1,5 vezes maior em relacao a polpa, resultado similar ao observado por Jiménez-
Scrig et al. (2001) em trés sistemas de oxidagdo, sendo correlacionado com o
conteudo de fendlicos totais nas diferentes porgoes.
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Tabela 1: Atividade antioxidante de extrato metandlico bruto de frutas analisada pelo

sistema B-caroteno/acido linoléico.

Amostra Inibicdo da oxidagéo (%)

10 uM* 50 uM*
Carambola 23+4 53 +1
Maca Gala, polpa 9+2 34+3
Maca Gala, casca 68+3 805
Néspera 9+2 34+t4
Abacaxi 41+3 49+ 3
Amora silvestre 53+ 2 7513
Jambolao 17+£2 42 £ 2
Goiaba branca, polpa 12+ 1 151
Goiaba branca, casca 17+£2 2312
Goiaba vermelha, polpa 37+3 535
Goiaba vermelha, casca 12+ 1 30t 2
BHT 33+3 78 £ 1

A concentragao foi expressa em equivalente de acido galico. Resultados expressos como média =+ DP
(n=4).

Para a maga Gala, a atividade antioxidante foi de sete e 2,5 vezes maior para
as concentracdes de 10 e 50 uM, respectivamente, para o EMB de casca em relacao
a polpa. Usando TOSC (“Total antiradical scavenging assay”), Wolfe, Wu e Liu
(2003) também encontraram nas variedades de maca uma atividade inibitéria de seis
e quatro vezes maior em extrato aceténico bruto da casca em relacdo a polpa e fruta
inteira, respectivamente. A alta atividade antioxidante da casca de macga foi
correlacionada ao conteudo de fendlicos totais, flavondides totais e a presenca de
derivados de quercetina e cianidina, os quais estdo presentes em menor quantidade
na polpa.

A Tabela 2 exibe a atividade antioxidante em sistemas lipossomo e B-
caroteno/&cido linoléico dos flavondides purificados em coluna de poliamida. A SPE
remove do extrato os compostos hidrofilicos tais como acucares e acido ascorbico,

retendo na coluna os flavonéides e alguns acidos fendlicos.
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Tabela 2: Atividade antioxidante de Flavonéides neutros e &acidos de frutas

analisadas pelos sistemas B-caroteno/acido linoléico e lipossomo.

Sistema B-caroteno/acido

Sistema lipossomo

linoléico Inibigao (%)
Inibicao (%)

10 uM* 50 uM* 10 uM* 50 uM*
Carambola 15+ 4 54+ 4 -5+3 24+ 4
Maca Gala, polpa 1+£3 24+ 2 -13+1 2112
Maca Gala, casca (FN) 59+2 68 £ 1 87 +1 90 £ 1
Maca Gala, casca (FA) 6313 7613 91+2 92+4
Néspera 1+4 19+3 -10+2 -40+4
Abacaxi 51+3 58+ 3 12+2 46+ 4
Amora silvestre (FN) 672 78+ 3 89 +1 100+ 2
Amora silvestre (FA) 69+3 81+ 1 89 + 1 88+ 1
Jambolao (FN) 602 673 90+2 97+3
Jambolao (FA) 69+ 5 73+4 88 +2 90 +2
Goiaba branca, polpa 42 +2 50+4 26+2 49 +2
Goiaba branca, casca 44 +3 59+ 4 1+2 17 £1
Goiaba vermelha, polpa 46 +3 68+3 25+ 2 53+4
Goiaba vermelha, casca 42+ 4 69 + 4 32 23+2
BHT 333 78 1 10+ 3 69+4
Acido ascérbico 5+3 -12+2 6+2 -18+3

* A concentragado foi expressa como equivalente de &cido galico. FN- Flavondides neutros; FA-

Flavondides acidos. Resultados expressos como média £ DP (n=4).

No sistema B-caroteno/acido linoléico, os eluatos contendo flavonéides de

frutas mostraram maior atividade antioxidante do que os respectivos EMB, com

excecao dos eluatos de polpa de macgéa Gala e néspera. Os EMB de polpa de maga

Gala e néspera apresentaram valores de atividade antioxidante similares, de

aproximadamente 9% a 10 uM e de 34% de inibicdo a 50 uM, com queda para

valores de 1 € 20% (10 e 50 uM, respectivamente) apds purificacdo em SPE. Esta
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perda na atividade antioxidante pode ser devido a compostos lixiviados na agua de
lavagem durante SPE.

Os eluatos que apresentaram as maiores porcentagens de inibicdo, na
concentracdo de 10 e 50 uM, nos dois sistemas de oxidacao, foram os FN e FA de
casca de maga Gala, amora silvestre e jamboldo. Para estas amostras, a atividade
no sistema B-caroteno/acido linoléico foi intermediaria na concentracao de 10 uM e
alta a 50 uM. Ja no sistema lipossomo, foram obtidos valores entre 90 e 100% de
inibicao, nas duas concentragoes testadas.

No sistema lipossomo, os eluatos de carambola, polpa de maca Gala e
néspera, apresentaram atividade pro-oxidante, em ambas as concentragdes.
Entretanto, estas mesmas amostras foram antioxidantes no sistema B-caroteno.

O comportamento antioxidante e pré-oxidante dos flavonoides depende muito
do sistema de analise utilizado. Cao, Sofic e Prior (1996) observaram atividade pro-
oxidante em extrato de cha utilizando ORAC (Total oxygen radical absorbance
assay) em presenca de cobre, provavelmente devido a reacado direta entre os
flavondides, o cobre e o oxigénio, formando espécies mais reativas; enquanto que
este mesmo extrato mostrou alta atividade antioxidante quando houve a substituicéao
do Cu pelo oxidante 2,2"-azobis(2-amidinopropano)dihidrocloreto (AAPH).

Desta maneira, Cao, Sofic e Prior (1997) apresentaram uma proposta de
geracdo de espécies reativas a partir da reacdo entre cobre-flavondide-O, e

subsequente dano a macromolécula no sistema.

2Cu®* + F-OH— 2Cu* + F=0 + H*

Cu® + 0, — 2Cu0,*

CuO:" + F-OH — Cu* + F=0 + HO,

CuO;* + Cu* + 2H* = 2Cu** + H,0>

Macromolécula-Cu* + HxO» — macromolécula-Cu®* -OH® + OH’

Macromolécula-Cu?* -OH® — danos a macromolécula + Cu?*

Sabe-se que o cha é rico em flavan-3-ol, variando em quantidade de acordo

com a variedade. Sakakibara et al. (2003) encontraram nas folhas de cha verde e
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cha preto teores de flavan-3-ol de 22—43 umol/100 g e 7,0 umol/100 g de folha,
respectivamente, com pequenas quantidades do flavonol quercetina e caempferol.

A macd nao apresenta teores tdo elevados quanto os encontrados nas
folhas de cha, contudo flavan-3-ol juntamente com a floridzina sdo os flavondides
predominantes na polpa, enquanto que na casca, o derivado do flavonol quercetina
perfaz quase 60% do total de flavondides da fruta, seguida por 20% de catequina e
13% de derivados de cianidina (AWAD; JAGER, 2000).

Desta maneira, os resultados de atividade pré-oxidante verificados por Cao,
Sofic e Prior (1996) e observados na polpa de magéa deste trabalho poderiam ser
causados principalmente pelo sistema de andlise envolvendo o cobre e a catequina
presentes no cha e na maga.

A caracteristica pré-oxidante e antioxidante das catequinas em diferentes
sistemas foi descrito por Huang e Frankel (1997). Em emulsdo O/A, todas as
catequinas do cha (catequina, epicatequina, epicatequina galato, epigalocatequina,
epigalocatequina galato) apresentaram atividade pro-oxidante em presenca do ion
cobre. Entretanto, no sistema lipossomo/Cu, catequina e epicatequina apresentaram
atividade antioxidante, ou seja, foram capazes de inibir a formacado de hexanal e
dieno conjugado. Ja epigalocatequina e epigalocatequina galato foram pré-oxidantes
nesse sistema.

Com relagdo a variedade de goiabas, ao contrario dos EMB, quando os
eluatos de flavonoides sao avaliados, no sistema B-caroteno/acido linoléico nao foi
observada diferenca de atividade entre a polpa e a casca de goiaba. J&4 no sistema
lipossomo, os flavondides da polpa apresentaram o dobro de inibicdo em
comparagao as respectivas cascas, sem diferenca de atividade entre as duas
variedades.

Apesar de nao se observar diferenca significativa de atividade antioxidante de
flavondide entre as duas variedades de goiaba aqui analisadas, devemos considerar
o alto teor de licopeno presente na goiaba vermelha (5,40 mg/100 g b.u) (HADLEY
et al., 2002), o qual ndo é extraido pelo solvente utilizado para estas anélises.

O licopeno é um carotendide que possui um sistema de ligacdo dupla
conjugada que confere forte atividade antioxidante, incluindo a habilidade em
sequestrar oxigénio singleto e radical peroxila (TAKEOKA et al., 2001; HADLEY et
al., 2002). Assim, o conteudo deste carotenoide juntamente com o conteudo de
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flavondides devem ser considerados quando a atividade antioxidante total do fruto é
avaliada.

De maneira geral, os eluatos de flavondides de todas as amostras, com
excecao de carambola, polpa de maca Gala e nespera, podem ser considerados
bons agentes antioxidantes nos dois sistemas. Contudo, as amostras que contém
antocianinas em sua composicao (casca de maca Gala, amora silvestre e jambolao)
apresentaram maior eficiéncia, ja que mesmo em concentragées menores a 10 uM
ainda apresentaram elevada capacidade antioxidante nos dois sistemas.

Os FN e FA de amora silvestre mantiveram alta atividade antioxidante em
sistema lipossomo diminuindo a concentracao até 1 uM, apresentando uma queda
somente em 0,1 uM, com inibicdo de 37 e 36%, respectivamente (Figura 6). Em
sistema B-caroteno, a queda na atividade antioxidante foi mais gradual, com inibicao

de 41 e 8% a 0,1 uM para os FN e FA, respectivamente.
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Figura 6: Atividade antioxidante de flavonoides neutros (FN) e acidos (FA)
de amora silvestre, eluidos em coluna de poliamida e analisadas pelo

sistema lipossomo (SL) e sistema B-caroteno/acido linoléico (SC).
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A partir da Figura 7, pode-se observar que, além da alta atividade antioxidante
apresentada pelos FN e FA de frutas que contém antocianinas em sua composicao,
essas fragcdes também sdo mais eficientes em inibir a peroxidagao lipidica em
sistema lipossomo em relacdo ao sistema [-caroteno/acido linoléico. O inverso
também é verificado visto que amostras com menor eficiéncia em sistema lipossomo
apresentam maior eficiéncia em inibir a peroxidacao do -caroteno.

De maneira geral, os sistemas p-caroteno e lipossomo avaliam a habilidade
dos compostos em inibir a peroxidacao lipidica. Entretanto, no sistema lipossomo,

além desta propriedade, podemos avaliar a capacidade de quelar metais.

BHT BHT
Goiaba verm., casca Goiaba verm., casca
Goiaba verm., polpa Goiaba verm., polpa
Goiaba branca, casca Goiaba branca, casca
Goiaba branca, polpa Goiaba branca, polpa
jambolao- FA jambolao- FA _ﬁ
Jamboldo- FN Jambolao- FN 4—,—*
Amora silvestre - FA ; Amora silvestre - FA —J
Amora silvestre - FN Amora silvestre - FN

Abacaxi Abacaxi

Nespera

Maga, casca- FA —Jﬁ

Maga, casca- FN

Nespera

Magc3, casca- FA

Magc3, casca- FN
Magcé, polpa

Maga, polpa
Carambola
Carambola ‘ : ! : : ‘ ‘
50 -25 0 25 50 75 100 -50 -25 0 25 50 75 100
Inibicao (%) Inibigéo (%)
(A) (B)

Figura 7: Atividade antioxidante de flavondides neutros e &cidos de frutas
analisada pelos sistemas lipossomo O e [-caroteno/acido linoléico H
Concentracées de (A) 10 uM e (B) 50 uM. FN, flavondides neutros; FA,

flavonéides acidos.
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As principais antocianinas presente nessas amostras sdo 0s conjugados de
cianidina. Resultados de literatura descrevem a presenca de cianidina-3-
galactosideo na casca de maca (AWAD; JAGER, 2000). Em amora (Morus sp, cv.
Mavromournia), identificou-se cianidina-3-glucorutinosideo (responsavel por
aproximadamente 60% da coloracdo do fruto), juntamente com cianidina-3-
soforosideo e pelargonidina-3-glucosideo (Gerasoupolos e Stravroulakis, 1997).

A atividade antioxidante das antocianinas deve-se a presencga do grupo o-
difenila no anel B e o sistema de ligacdo dupla conjugada que favorece a doacao de
hidrogénio e subsequente estabilizagdo do radical (Seeram; Nair, 2002).

Além disso, antocianinas com pelo menos 3',4’-dihidroxi (anel B) formam um
complexo com o Cu. Isto foi demonstrado por Satué-Gracia et al. (1997) onde a
delfinidina (3',4’,5-trihidroxi) em presenca de Cu produz um intermediario
evidenciado por um deslocamento batocromico (Absmax de 532 para 586 nm). Ja a
malvidina (4’-OH e 3’, 5’-dimetoxi) ndo leva a formag¢ao de nenhum complexo.

A alta atividade antioxidante de extratos vegetais contendo antocianinas, em
diferentes modelos, é relatada em literatura. Sun et al. (2002) apresentaram a ordem
de inibicdo da oxidagdo do a-ceto-y-acido metiolbutirico/AAPH nas frutas coloridas
na ordem decrescente de maca>uva
roxa>morango>péssego>limao>laranja>banana. Os extratos de uva roxa também
apresentaram atividade antioxidante em sistema lipossomo/Cu superior as
variedades brancas bem como maior conteddo de fendlicos, principalmente
antocianinas. A alta atividade antioxidante das frutas denominadas “berries” também
é relatada (KAHKONEN et al, 1999; HEINONNEN; LEHTONEN; HOPIA., 1998;
WANG; CAO; PRIOR, 1996; KALT et al., 1999; ROBERTS; GORDON, 2003).
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4.3.2. Atividade antioxidante de polpas congeladas de frutas

Atualmente, os consumidores estdo mais conscientes da necessidade de
ingestdo de frutas e vegetais, ndo somente para suprir suas necessidades
nutricionais, mas com o objetivo de obter fitonutrientes que possam auxilia-los na
prevencdo de varios tipos de alteracbes patolégicas. Entretanto, os alimentos
frescos tém sido progressivamente substituidos por alimentos processados que
podem apresentar alteracées na composi¢cao quimica durante seu processamento.

Polpa de fruta é o produto obtido pela trituragdo da parte comestivel da fruta,
onde as operacgdes basicas compreendem a trituracdo e o despolpamento. Nesta
ultima etapa, h& a separagao da casca, fibra, sementes e partes ndo comestiveis. As
polpas sao geralmente congeladas a temperaturas de -18°C e podem ou ndo serem
pasteurizadas.

A atividade antioxidante em sistema p-caroteno de EMB de polpas
congeladas de fruta disponiveis no comércio estdao apresentadas na Tabela 3.

Dentre as polpas congeladas de fruta (PC), a de agai apresentou a maior
porcentagem de atividade antioxidante, com valores de 57 e 73% de inibigéo (10 e
50 uM, respectivamente).

As PC de frutas tropicais, tais como goiaba vermelha, caju, graviola, murici e
amora apresentaram atividade antioxidante baixa a 10 uM e intermediaria a
concentracao de 50 uM.

A PC de amora apresentou atividade 2,5 vezes menor em relagcdo a amora
silvestre (30 e 75%, respectivamente) na concentracdo de 50 uM. Vale ressaltar que
o tipo de amora utilizada para a fabricacdo da PC (Rubus sp.) € diferente da amora
silvestre (Morus sp.).
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Tabela 3: Atividade antioxidante de extrato metandlico bruto de polpas congeladas

de fruta analisada pelo sistema B-caroteno/acido linoléico.

Amostra Inibicdo da oxidagéo (%)

10 uM* 50 uM*
PC Goiaba vermelha 30+4 38+ 4
PC Caju 25+3 44 +5
PC Acerola -5+1 8+ 1
PC Graviola 2514 50t4
PC Murici 14 +1 43+ 4
PC Acai 57+2 7313
PC Amora 12+ 1 302
BHT 33+3 78 £ 1
Acido ascérbico 5+3 -12+2

* A concentragao foi expressa como equivalente de acido galico. Resultados expressos como média £
DP (n=4).

A PC de acerola apresentou baixa atividade (-5 e 8 % a 10 e 50 uM,
respectivamente) provavelmente devido ao seu alto conteddo de acido ascoérbico
(884 mg/100 g b.u.).

A vitamina C é considerada como um dos maiores antioxidantes em frutas.
Entretanto, uma correlagdo negativa entre a atividade antioxidante (ORAC) e o teor
de ascorbato foi encontrado por Kalt et al. (1999) em morango, mirtilo e framboesa,
porém correlacionados positivamente com o teor de antocianinas e fendlicos totais.

O 4&cido ascorbico apresentou atividade pro-oxidante, em ambas as
concentracdes, nos dois sistemas de oxidagdo e proporcional a concentracdo. No
sistema B-caroteno, o acido ascérbico apresentou valores de atividade pré-oxidante

de -5 e —-12% a 10 e 50 uM, respectivamente (Tabela 3).
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Figura 8: Oxidacao do acido ascérbico em sistema B-caroteno/acido linoléico. (x)
controle de oxidagao positivo; concentragdes de (0) 1 uM, (®) 10 uM, (a) 50 uM, (@)
100 uM e (m) 200uM.

A atividade antioxidante no sistema B-caroteno/acido linoléico é obtida pela
diferenca entre absorbancia no tempo final de reacdo e a absorbancia no tempo
inicial. Para o &cido ascérbico verifica-se que a reagdo termina nos tempos de 75 e
90 min (10 e 50 uM, respectivamente) (Figura 8), o que faz com que a vitamina
apresente um valor pré-oxidante muito maior ao calculado. A atividade pro-oxidante
do acido ascoérbico foi inversamente proporcional a concentracao.

A oxidacado em sistema B-caroteno para EMB de PC de acerola apresentou
uma atividade pré-oxidante nos primeiros 60 minutos de oxidagdo e atuando como
antioxidante até o final da reacao (Figura 9). A atividade antioxidante dos flavonoides
(FN e FA) da PC de acerola em sistema B-caroteno € consideravelmente maior em
relagdo a respectiva EMB. A atividade antioxidante das FN e FA a 50 uM foi de 46 e

61 %, respectivamente (Figura 10 e Tabela 4).
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Figura 9: Oxidagcédo de extrato metandlico bruto de polpa congelada de acerola em

sistema B-caroteno/acido linoléico. (x) controle de oxidacao positiva; concentracoes

de ( ) 10 uM e (m) 50uM &cido galico equivalente.
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Figura 10: Oxidacado de flavonoides neutros (FN) e flavondides acidos (FA) de
polpa congelada de acerola em sistema B-caroteno/4cido linoléico. (x) controle de
oxidagdo positiva; concentragbes de (0,A) 10 uM e (®,a) 50uM 4acido galico

equivalente.
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Uma vez que a baixa atividade antioxidante da EMB da acerola seja
primariamente devido ao alto teor de vitamina C, sua remocao por SPE pode ter
evidenciado a alta atividade antioxidante dos constituintes flavonéides.

A atividade antioxidante em sistema B-caroteno/acido linoléico de flavonéides
extraidos de PC de fruta estdo demonstradas na Tabela 4. Nesta tabela verifica-se
que a atividade antioxidante de PC de goiaba vermelha foi similar a observada para
a fruta fresca.

Tabela 4: Atividade antioxidante de Flavonoides neutros e acidos de polpas

congeladas de fruta analisadas pelos sistemas [-caroteno/acido linoléico e

lipossomo.
Amostra Sistema B-caroteno/acido Sistema lipossomo
linoléico Inibicao (%)
Inibicéo (%)

10 uM* 50 uM* 10 uM* 50 uM*
Goiaba vermelha 48+ 5 64+6 2412 58 +3
Caju 43t 4 59 £2 28+3 55 £ 1
Acerola (FN) 17+2 46 £ 4 -1+2 25+2
Acerola (FA) 312 613 18 +1 892
Graviola 37+3 5515 4+1 162
Murici -1+2 19+2 -10£1 -1+1
Acgai (FN) 66+ 3 78+ 3 87 1 94 £ 1
Acai (FA) 672 78+2 862 89+ 1
Amora (FN) 66+ 2 79 £ 1 93 +1 100+ 3
Amora (FA) 606 7214 88 £ 1 100+ 2

* A concentragdo foi expressa em equivalente de &cido galico. FN, Flavondides neutros; FA,
Flavonoides acidos. Resultados expressos como média = DP (n=4).

Os FN e FA de polpa de acai e amora apresentaram 0s maiores porcentuais
de inibicdo (inibicdo >70%), em ambas as concentra¢des, € em ambos os sistemas
de oxidagcdo. A menor concentracdo onde estas duas amostras ainda apresentam
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atividade antioxidante foi de 5 uM para acai (Figura 11) e 1uM para a amora (Figura

12) quando analisados nos dois sistemas de oxidagéo.
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Figura 11: Atividade antioxidante de flavonéides neutros (FN) e &cidos (FA) de polpa
congelada de agai, eluidos em coluna de poliamida e analisadas pelos sistemas

lipossomo (SL) e sistema B-caroteno/ac. linoléico (SC).
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Figura 12: Atividade antioxidante de flavonéides neutros (FN) e acidos (FA) de polpa
congelada de amora, eluidos em coluna de poliamida e analisadas pelos sistemas

lipossomo (SL) e sistema B-caroteno/ac. linoléico (SC).
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Em concordancia com os resultados obtidos na andlise da capacidade
antioxidante de flavondides de frutas frescas, as PC contendo antocianinas se
destacaram dos demais extratos. Dentre as PC, temos a acerola, agai e amora. As
FN e FA destas amostras também apresentaram maior eficiéncia em inibir a
atividade antioxidante em sistema lipossomo em relacdo ao sistema [B-caroteno
(Figura 13), em concordancia com os dados obtidos em eluatos de flavonoides em
frutas (Figura 7).

BHT P BHT ;H
Amora- FA _T" Amora- FA 4—44
Aora: N Amora- FN _J
Agai- FA _‘—“ Acal FA 4—7“
Agai- FN Acai- FN
Murici Murici
Graviola Graviola
Acerola- FA Acerola- FA
Acerola- FN Acerola- FN
Caju Caju
Goiaba verm. Goiaba verm.
50 25 0 25 50 75 100 -5‘0 -és (3 2‘5 50 7‘5 160
(A) Inibicédo (%) B) Inibigao (%)

Figura 13: Atividade antioxidante de flavondéides neutros e acidos de polpas
congeladas de fruta analisadas pelos sistemas lipossomo e B-
caroteno/acido linoléico @ . Concentragdes de (A) 10 uM e (B) 50 uM. FN-
flavondides neutros; FA- flavondides &cidos.
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As antocininas do acai (Euterpes oleraceae) foram identificadas como
cianidina-3-O-glucosideo e cianidina-3-O-rutinosideo (GALLORI et al, 2004),
enquanto que os derivados de cianidina e pelargonidina foram identificados em
acerola (ARABBI, 2003).

Atualmente, a comodidade da polpa congelada de fruta possibilita a chegada
de frutas exoéticas nos grandes centros distantes das area de producao, permitindo
ainda a venda em qualquer época do ano. Segundo dados do Instituto Brasileiro de
Frutas (lbraf), dos 32 milh6es de toneladas que o Brasil produz hoje, 30%
correspondem a frutas com caracteristicas préprias para serem congeladas, como,
por exemplo, abacaxi, manga e goiaba. Entretanto, a perda de fitoquimicos torna-se
inevitavel durante o processamento, ou por oxidagdo devido principalmente as

fenolases, ou perda devido a constituicdo da matriz do fruto (fibras).

Flavondides como catequina e floridzina sdo sensiveis a oxidagdo e sao
substratos para a polifenoloxidase (PPO) (MACHEIX; FLEURIET; BILLOT, 1990).
Por outro lado, os flavonois glicosilados ndo sdo substrato para esta enzima devido
ao impedimento estérico do acucar em Cs (VAN BUREN; VOS; PILNIK, 1976). As
antocianinas também nao sao substrato para a PPO, entretanto podem interagir com
as quinonas na segunda etapa do escurecimento enzimatico através do anel B
(CLIFFORD, 2000).

Exemplo de perda no conteudo de flavondides totais durante o
processamento de maga foi descrito por Van der Slouis et al. (2002). A principio, na
obtencao da polpa de maca néo foi observada perda significativa no conteudo de
flavondides e na atividade antioxidante em relagdo a fruta. Contudo, o suco de maga
obtido por simples prensagem ou por tratamento enzimatico seguido de prensagem
manteve somente 10 e 3% de atividade antioxidante, respectivamente, em relacao a
fruta fresca. Observou-se reducdo de 50% no conteudo de acido clorogénico e de
97% de catequinas. A maior parte dos flavondides possivelmente ficou retida no

bagaco ou foram oxidados durante o tratamento enzimatico.
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4.3.3. Atividade antioxidante de hortalicas

A Tabela 5 apresenta a atividade antioxidante de EMB de hortaligas nos
sistemas lipossomo e B-caroteno/acido linoléico. Nas amostras de hortalicas, a

atividade antioxidante também dependeu da concentragéo.

Tabela 5: Atividade antioxidante de extrato metandlico bruto de hortalicas

analisadas pelos sistemas B-caroteno/acido linoléico e lipossomo.

Amostra Sistema B-caroteno/acido Sistema lipossomo
linoléico. Inibicédo (%)
Inibicao (%)

10 uM* 50 uM* 10 uM* 50 uM*
Alface roxa 272 47+ 2 18 +4 93+2
Alface crespa 35+3 765 -7t4 2112
Piment&o verde 18+5 316 1+3 15+2
Pimentao vermelho 30+3 49+3 11+3 1712
Agriao 49+ 4 74+6 2+4 -1+4
Almeirdo 28+3 673 -11+3 -2+3
Rucula 415 703 9+ 1 2112
Repolho 34t4 66 2 24+£2 48 £ 2
Repolho roxo 42 £ 2 58 +2 89 £ 1 97 £1
Jilé 283 486 -3+2 -3+3

* A concentragio foi expressa como equivalente de dcido gdlico. Resultados expressos como média + DP
(n=4).

No sistema lipossomo, a 10uM, o EMB de repolho roxo apresentou o maior
percentual de inibicdo (89% de inibicdo). Na concentracao de 50uM, o EMB de
repolho roxo e alface roxa apresentaram alta atividade (inibicdo >70%). As amostras
de alface crespa, agrido e almeirdo apresentaram atividade pré-oxidante em ambas
as concentracdes e as demais hortalicas apresentaram baixa atividade inibitéria da

peroxidacao do lipossomo.
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Ja no sistema B-caroteno/acido linoléico, alface crespa, agriao e rucula
apresentaram atividade antioxidante intermediaria (inibigdo 40-70%) a 10 uM, e alta
a 50 uM. A ordem decrescente de atividade antioxidante a 50 uM é de alface
crespa= agrido= rucula >almeirdo = repolho branco> repolho roxo> alface roxa=
pimentao vermelho= jil6> pimentédo verde.

Observa-se um declinio consideravel da atividade antioxidante em sistema
B-caroteno/acido linoléico apods purificacdo dos flavonoides em relacdo aos seus
respectivos EMB (Tabela 6). Dentre essas amostras estdo alface crespa, agrido,
almeiréo, rucula, repolho branco e jil6. Para essas mesmas amostras no sistema
lipossomo, observamos aumento da atividade pré-oxidante. Assim, podemos
acreditar que grande parte dos compostos antioxidantes presentes nos EMB foram
removidos na agua de lavagem quando realizada a etapa de SPE para a obtencao
dos flavondides e/ou os flavondides foram concentrados, acentuando sua atividade

pré-oxidante em presenca do cobre.
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Tabela 6: Atividade antioxidante de Flavondides neutros e &acidos de hortalicas

analisadas pelos sistemas B-caroteno/acido linoléico e lipossomo.

Amostra Sistema B-caroteno/acido Sistema lipossomo
linoléico. Inibigao (%)
Inibicdo (%)

10 uM* 50 uM* 10 uM* 50 uM*
Alface roxa (FN) 38+2 54 +2 89+2 88 £ 1
Alface roxa (FA) 26 + 4 46+ 3 77 £1 70+ 3
Alface crespa 7+£2 42 +2 -13+3 -34+6
Piment&o verde 42+ 3 387 1+3 20+ 1
Pimentao vermelho 50+ 3 53+2 30+ 4 52+ 3
Agriao 6+2 46+ 4 -19+£3 -39+3
Almeirao 6+2 15+ 4 22+ 3 50t 4
Rdcula 11+£2 34+3 -6+1 212
Repolho branco 15+3 47+ 3 311 9+2
Repolho roxo (FN) 64 +3 70+ 2 92 + 1 100+ 2
Repolho roxo (FA) 72+2 80+2 89 + 1 92 + 1
Jilé 20+ 3 333 -8t 1 -18x2
Quercetina 22+3 49+3 -4 +1 37t2
Rutina 1+3 13+ 2 -17+2 4112
Rutina sem Cu - - S.0 S.0.

s.0 — sem oxidagdo; * A concentragdo foi expressa como equivalente de acido gélico, com excessdo para a
quercetina e rutina. FN, Flavondides neutros; FA, Flavonéides dcidos. Resultados expressos como média =
DP (n=4).
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O conteudo de flavonoides na familia das Cruciferas € baixo. Justesen &
Knuthsen (2001) encontraram na amostra de agrido valores de 4 mg
quercetina/100g b.u. e de 1 mg caempferol/100g b.u.

Em amostras de repolho branco e roxo, Hertog, Hollman e Katan (1992)
obtiveram valores abaixo de 0,5 mg quercetina/100 g b.u. em ambas as variedades e
< 0,2 mg caempferol/100 g b.u. Porém, em oposicdo ao baixo teor de flavondis, o
repolho roxo possui alta concentragdo de cianidina, de 34 mg/100 g b.u. (ARABBI,
GENOVESI; LAJOLO, 2004) e até valores médios de 125 mg/100 g b.u. (PICAGLIA;
MAROTTI; BALDONI, 2002).

Apesar da baixa concentracéo de flavonoides, as Brassicas s&o conhecidas
pelo seu alto conteudo de glicosinolatos que, por acdo da mirosinase, liberam os
isotiocianatos que possuem atividade biolégica anti-fungica e nematicida. O sistema
glicosinolato-mirosinase faz parte do sistema de defesa da planta e os isotiocianatos
sao conhecidos por sua atividade de quimioprevencdo, uma vez que aumentam a
atividade da glutationa-S-transferase e quinona redutase, enzimas de detoxificacéo
da fase Il (MUNDAY E MUNDAY, 2002).

Ao contrario das Brassicas, as variedades de alface apresentam altos teores
de flavonoides totais, de cerca de 18 a 21 mg/100 g b.u. para a alface crespa e de
67 mg/100 g b.u. para a roxa. O alto conteudo de flavonéides na alface roxa nédo se
deve apenas a presenca de antocianinas, mas também ao alto teor de glicosideos
de quercetina. A antocianina contribui com cerca de 30% do conteudo total de
flavondides, enquanto que a quercetina com os demais 70% (ARABBI; GENOVESE;
LAJOLO, 2004).

Nas amostras de repolho roxo e alface roxa, a alta atividade antioxidante dos
FA e FN pode ser consequiéncia da presencga de alta quantidade de cianidina.

Por outro lado, a atividade pro-oxidante observada nas variedades de repolho
branco e alface crespa pode ser pela presenca dos flavondis, uma vez que esses
sao os flavondides presentes nesses vegetais. Assim, testou-se a atividade
antioxidante da quercetina e seu derivado glicosilado, a rutina (quercetina-3-
rutinosideo) para tentar explicar a atividade pré-oxidante no sistema lipossomo € a
baixa atividade no sistema [-caroteno/acido linoléico nessas duas hortaligas.

Em sistema B-caroteno/acido linoléico, o flavonol quercetina (Figura 14B)
apresentou atividade antioxidante baixa, contudo, superior (22 e 49 % de inibigéao,
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10 e 50 uM, respectivamente) ao derivado glicosilado rutina de 1 e 13 % de inibicao
nas mesmas concentragdes (Figura 14A). Esta diferenca na atividade antioxidante é
esperada visto que o 3-OH é uma das fungdes que atribuem propriedade

antioxidante ao flavonol, e na rutina esta substituido pelo agucar.
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Figura 14: Oxidagdo da (A) rutina e (B) quercetina em sistema B-caroteno/acido
linoléico. (x) controle de oxidagéo positiva; concentracdes de (H) 10 uM, (a) 50 uM,

(®) 100 uM e (+) 200 pM.
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Em sistema lipossomo, a quercetina apresenta baixa atividade antioxidante
em ambas as concentragdes. Entretanto, a rutina demonstrou alta atividade pro-
oxidante neste sistema (Tabela 6). Com a glicosilacdo em 3-OH da rutina, além da
perda da funcdo importante como doador de hidrogénio, perde-se também a
caracteristica quelante de metais entre as funcdées 3-OH e 4-ceto do anel C
(PIETTA, 2000).

Além da perda de parte das caracteristicas estruturais como antioxidante,
aparentemente a rutina reage com o cobre formando espécies reativas que aceleram
a reacgao de peroxidagao do lipossomo, visto que a rutina sem a presencga do cobre
nao interfere na oxidacao (Tabela 6).

Assim sendo, supfe-se que a atividade pro-oxidante do eluato de FN do
repolho branco e alface crespa deve-se principalmente ao método de avaliagao
utilizada.

A atividade pré-oxidante também ja foi observada para outros flavonoides. As
classes de flavonois, isoflavonas e flavanonas também atuaram como pré-oxidantes
em ORAC em presencga do ion cobre, e ao mesmo tempo como antioxidantes contra
radical peroxila e hidroxila. Ambos, tanto a atividade antioxidante e pré-oxidante
destes flavonoides foi diretamente proporcional ao numero de hidroxilas (CAOQO;
SOFIC; PRIOR, 1997).

Em concordancia com os demais resultados de capacidade antioxidante de
frutas e polpas congeladas de fruta, as hortalicas que apresentaram antocianinas em
sua composicao mostraram maior atividade antioxidante em sistema lipossomo em
relacdo ao sistema B-caroteno, o que é melhor evidenciado na Figura 15. Entre as
hortalicas podemos citar o repolho roxo e alface roxa.

As antocianinas descritas na literatura para o repolho roxo sdo cianidina-3,5-
diglicosideo e cianidina-3-soforosideo, o ultimo encontrado em diversas formas
aciladas (DYRBY; WESTERGAARD; STAPELFELDT, 2001). Na alface roxa, foi
encontrada derivados de cianidina (ARABBI, GENOVESI; LAJOLO, 2004).
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Figura 15: Atividade antioxidante de Flavondides neutros e acidos de
hortalicas analisadas pelos sistemas lipossomo [ e B-
caroteno/ac.linoléico B . Concentracgdes de (A) 10 uM e (B) 50 uM. FN,

flavondéides neutros; FA, flavonéides acidos.
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4.3.4. Atividade antioxidante de feijao preto

A atividade antioxidante dos FN e FA de feijao inteiro e tegumento foram altas
para ambos os sistemas de oxidagcdo e em ambas as concentracbes (Tabela 7). O
mesmo resultado foi observado por Tsuda et al. (1994 e 1996) que atribuiu a alta
atividade antioxidante do feijdo preto ao pigmento pelargonidina 3-O-B-glucosideo

presente no tegumento do grao.

Tabela 7: Atividade antioxidante de Flavondides neutros e &acidos de feijoes

analisada pelos sistemas B-caroteno/acido linoléico e lipossomo.

Amostra Sistema B-caroteno/acido Sistema lipossomo
linoléico Inibicao (%)
Inibig&o (%)

10 uM* 50 uM* 10 uM* 50 uM*
Feijao preto, cotilédone
FN 185 32+3 14 £1 25+ 1
FA 275 366 2+t4 12 +1
Feijao preto, tegumento
FN 59+6 68 =7 88 £ 1 82+ 1
FA 712 73 £1 91 £1 84+2
Feijao preto, inteiro
FN 4912 60 £2 92+2 86 +1
FA 731 74+2 94+2 93+2

* A concentragdo foi expressa em equivalente de &cido galico. FN, Flavondides neutros; FA,
Flavonoides acidos. Resultados expressos como média = DP (n=4).
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4.3.5. Conteudo de fendlicos totais e atividade antioxidante

O conteudo de fendlicos totais, bem como a porcentagem de recuperagéo de
fendlicos em coluna de poliamida das amostras variou de 40 a 861 mg GAE/100 g
b.u. (Tabela 8) e ndo foi correlacionado com a atividade antioxidante.

Embora alguns trabalhos (SUN et al., 2002; KALT et al., 1999) apresentem
alta correlacdo entre a atividade antioxidante o conteudo de fendlicos, outros
(HEINONEN; LEHTONEN; HOPIA, 1998) também apresentam baixa correlagdo. No
presente estudo, nenhuma correlagdo linear foi observada entre o conteudo de
fendlicos totais e a atividade antioxidante (R?<0.1). Com base nos dados de Arabbi,
Genovesi e Lajolo (2004), a correlacao linear entre o conteudo de flavondides e a
atividade antioxidante foi menor do que 0,1. Esta resposta pode ter ocorrido
principalmente devido a diferencas na composicdo de fendlicos entre os extratos
vegetais e a diferenca na resposta dos diferentes compostos fendlicos ao reagente
de Folin-Ciocalteu (KAHKONEN et al., 1999). Além, disso, os valores absolutos de
atividade antioxidante podem variar de acordo com a metodologia utilizada.

Em frutas, o conteudo de fendlicos totais decresce na ordem de: jambolao>
casca de goiaba branca e vermelha> amora silvestre> casca de mac¢a Gala> polpa
de goiaba branca e vermelha> carambola> néspera> polpa de maga Gala>abacaxi.

Como esperado, o conteudo de fendlicos encontrados na casca de macga e de
goiaba foi significativamente maior em relacao as respectivas polpas. O conteudo de

fendlicos do epicarpo de magéa Gala foi quatro vezes maior do que para a polpa e
trés vezes maior para as variedades de goiaba. Estes resultados também foram
observados para a maca por Wolfe, Wu e Liu (2003) e para a casca de goiaba por
Jiménez-Escrig et al. (2001).

Para as variedades de goiaba ndo se observa diferenca na recuperagao de
fendlicos apdés SPE. O conteudo de fendlicos encontrados na PC de goiaba
vermelha foi similar ao encontrado na fruta.

Entre as PC comerciais, acerola apresentou o maior valor de fendlicos (861
mg GAE/100 g b.u.). Entretanto, este valor provavelmente é devido a alta
concentracao de acido ascorbico presente. O ascorbato na concentragcdo acima de 5
uM da uma reagéo positiva com o reagente de Folin. Este nivel de concentragdo so

foi observado para a amostra de acerola, nao interferindo com os demais resultados
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dos EMB. O conteudo de fendlios totais para as amostras de PC segue a ordem
decrescente: acai > caju > amora > graviola= goiaba vermelha > murici.

O conteudo de fendlicos totais em hortalicas segue a ordem decrescente:
repolho roxo > alface roxa = agridao > pimentdao vermelho e verde> almeirdo =rucula
> alface crespa > repolho branco=agrido. Entre as variedades de repolho e alface, o
conteudo de fendlicos foi de trés e quatro vezes maior para a variedade roxa em
relagdo a variedade verde. Estes resultados estdo de acordo com Hertog, Hollman e
katan (1992), e Du Pont et al., (2000) que atribuiram as grandes variacbes de
flavondides nos vegetais folhosos (alface, repolho e endivia) as diferengas entre
variedades, porcdo do vegetal, influéncia sazonal e condicbes agrondmicas,
principalmente porque a formagao de flavondides é dependente da luz.
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Tabela 8: Concentracdo de fendlicos totais em extrato metandlico bruto e
porcentagem de recuperagado de flavonoides e acidos fendlicos apos separagdo em

fase sélida.
Amostra Fendlicos totais Recuperagéo de fendlicos
(mg GAE/100 g b.u.) apés SPE (%)
FN FA
Frutas
Carambola 126,2+ 10,1 19,4 £ 3,2
Maca Gala, polpa 81,5+ 3,0 28,8+2,8
Maca Gala, casca 309,4+£5,3 25,7+0,5 9,2+0,8
Néspera 1125+£1,6 59,8+ 0,4
Abacaxi (cv Pérola) 67,2+ 0,6 16,0 £ 1,1
Amora silvestre 373,0+ 11,2 69,0£20 8,5+£0,9
Jambolao 582,6 £ 16,1 9,6+0,4 1,42 £ 0,03
Goiaba branca, polpa 160,0 £ 15,3 54+0,5
Goiaba branca, casca 428,2 + 18,6 11,4£0,0
Goiaba vermelha, polpa 1245+ 35 12,0+ 0,9
Goiaba vermelha, casca 419,6 £+ 13,6 13,5+0,3
Polpa congelada comercial (PC)
Goiaba vermelha 118,8+ 3,6 13,2+ 0,9
Caju 233,7+75 6,8+0,2
Acerola 861,2+61,9 48+0,1 2,4+0,3
Graviola 120,1+£7,9 12,6 £0,2
Murici 67,1 +3,3 23,5+0,5
Acai 328,3+8,8 28,7+1,2 26,5+1,3
Amora 224,7+ 18,6 37,9+0,6 10,4+0,5
Hortalicas
Alface roxa (cv. Mimosa) 169,5+1,3 17,2+1,0 73,1+£2,0
Alface crespa 52,8+ 8,6 29,7+0,5
Pimentao verde 119,1 £10,1 6,6 £0,2
Pimentao vermelho 130,5+ 12,1 6,8+0,4
Agriao 167,7 £5,7 62,7+0,9
Almeirao 102,7 £ 0,1 75,0+ 4,7
Rucula 89,8+44 23,5+2,0
Repolho 40,1+54 17,3+3,5
Repolho roxo 177,8 £13,9 38,8+ 0,4 53+0,2
Jilé 448+1,6 249127
Leguminosa
Feijao preto, cotiledone 426+1,0 28,9+ 6,1 49,1 +11
Feijao preto, tegumento 2971,4+ 81,8 21,2+1,0 7,3+0,3
Feijao preto, inteiro 217,8 £ 20,4 39,3+0,4 17,0+ 0,4

FN- Flavonéide neutros; FA- Flavondides acidos. Os eluatos de FN e FA de amostras que nao
contém antocianinas em sua composigao foram somadas. Resultados expressos como média + DP

(n=3).
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4.3.6. Conteudo de acido ascorbico e atividade antioxidante

Vitamina C é definida como um termo genérico para todos os compostos que
exibem atividade biolégica de L-acido ascorbico (AA), tais como L-acido
desidroascérbico (DHA), normalmente presente em quantidade <10% do pool total
da vitamina (LEE; KADER, 2000).

O conteudo de &cido ascérbico das amostras analisadas variou entre 3,8 a
885 mg/100 g b.u. (Tabela 9). A concentracdo de vitamina C das amostras esta de
acordo com os valores apresentados no “Food Composition and Nutrition Tables”
(SOUCI; FACHMANN; KRAUT, 1994), exceto para o repolho branco que esta
presente em menor concentragdo. A polpa congelada de acerola foi a melhor fonte
de vitamina C dentre todas as amostras analisadas, mas a concentragao encontrada
na polpa congelada comercial € ligeiramente inferior ao descrito para acerola, entre
1a2g/100 g b.u. (SOUCI; FACHMANN; KRAUT, 1994).

Todos os tegumentos de frutas tiveram maior concentracao de AA em relacao
as respectivas polpas. Geralmente, o tegumento de vegetais apresenta maior
conteudo de AA para proteger a fruta do stress externo causado pela luz e oxidagao
(LEE; KADER, 2000).

Entre o grupo das hortalicas, é interessante notar que somente DHA foi
detectado, com excecdo do pimentdo vermelho e verde. A rapida oxidacao da
vitamina C é observada em condicdes favoraveis a perda de agua, ou ainda, o stress
causado por esta perda pode afetar o sistema de sequestro de radicais livres
promovendo a oxidagao da vitamina C (LESEM, 1988).

Nunes et al. (1998) observaram que em brocolis, espinafre e alface, a
refrigeragdo com alta umidade levava a maior retengdo de AA quando comparado a
estocagem com baixa umidade. Ainda, em morangos, a perda de vitamina C foi
menor nas amostras protegidas por um filme de PVC que diminuia a perda de agua
em relacdo aquelas que ndo apresentavam esta protegao.
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Tabela 9: Conteudo de acido ascérbico, acido dehidroascdrbico e acido ascérbico

total em frutas, polpas congeladas de fruta e hortalicas.

Amostra Acido ascorbico Acido Acido ascérbico
(mg/100 g b.u.) desidroascorbico total
(mg/100 g b.u.) * (mg/100 g b.u.)
Frutas
Carambola 31+£2 6+3 37,4+0,2
Maga Gala, polpa nd nd nd
Maca Gala, casca nd 5,9+0,1 5,9+0,1
Néspera nd 3,8+0,1 3,8+0,1
Jambolao 21,8+0,2 1,1+£04 22,9+0,6
Abacaxi (cv Pérola) 20,5+0,4 2+ 1 22,4+0,9
Amora silvestre 7,51 £0,03 3,0+0,7 10,5+0,7
Goiaba branca, polpa 130,8+0,3 56+0,5 136,4+£0,2
Goiaba branca, casca 263+ 10 54+0,2 268,9+0,3
Goiaba vermelha, polpa 37,5+0,7 18+ 2 562
Goiaba vermelha, casca 170,2+ 0,4 28 £2 199 + 1
Polpa congelada comercial (PC)
Goiaba vermelha 39 +1 11+ 1 49,9+0,3
Caju 191+ 4 3,8+0,3 195+ 4
Acerola 774 + 28 111+6 885 + 33
Graviola nd nd nd
Murici nd nd nd
Acai nd nd nd
Amora nd nd nd
Hortalicas
Alface roxa (cv. Mimosa) nd 12,2+ 0,7 12,2+ 0,7
Alface crespa nd 9,3+0,2 9,3+0,2
Pimentao verde 86,4+ 0,6 7,0£2,0 92+2
Pimentao vermelho 103 = 1 2,51+0,6 105 + 1
Agriao nd 57,2+ 0,6 57,2+ 0,6
Almeirao nd 11,9+ 0,9 11,9+ 0,9
Rucula nd 48,6 £ 0,3 48,6 + 0,3
Repolho nd 16,6 + 0,2 16,6 + 0,2
Repolho roxo nd 37,3+0,6 37,3+£0,6
Jilé nd 22,0+ 0,8 22,0+0,8

nd- ndo detectado; *Diferenga entre conteddo de acido ascérbico e acido ascérbico total. Resultados
expressos como média £ DP (n=3).



66

4.4. CONCLUSAO

Os alimentos vegetais que apresentaram alta atividade antioxidante nos sistemas
lipossomo e B-caroteno/acido linoléico foram:
a. Frutas: flavonoides neutros e acidos de casca de maga Gala, amora
silvestre e jamboléo.
b. Polpas congeladas de fruta : flavonoides acidos de acerola, flavondides
neutros e acidos de amora e agai.
Hortalicas: flavondides neutros e acidos de alface roxa e repolho roxo.
Leguminosas: flavonodides neutros e &cidos de tegumento de feijao

preto.

Todos os alimentos vegetais que apresentaram alta atividade antioxidante,

apresentam antocianina em sua composicao de flavondides.
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5. IDENTIFICACAO DE ANTOCIANINAS DE AMORA SILVESTRE

5.1. CONSIDERAGOES GERAIS

A partir da avaliacdo da atividade antioxidante de alimentos vegetais, a amora
silvestre (Morus sp.) foi selecionada para a identificacdo das antocianinas que a
compdem, visto que apresentou pronunciada atividade antioxidante nos dois
sistemas de oxidagao (lipossomo e B-caroteno/acido linoléico) e alto conteudo de
fendlicos totais. Assim, a identificagdo das estruturas dos flavonédides (principalmente
antocianinas) deste fruto é de grande interesse, uma vez que podem ser realizadas
diversas relagdes com respeito a sua biodisponibilidade e efeito bioldgico.

As antocianinas sao pigmentos encontrados em frutas e vegetais e conferem
cor vermelha, violeta ou azul. As antocianidinas sao derivados hidroxilados e
metoxilados do fenil-2-benzopirilio (Figura 17) e aproximadamente 15 antocianidinas
sdo conhecidas. Contudo, somente seis foram encontrados e identificados em
alimentos vegetais e frutas (WU; PRIOR, 2005a e 2005b) e contribuem para a
pigmentacdo. Entre elas estdo a cianidina, pelargonidina, delfinidina, peonidina,
petunidina e malvidina (Figura 16).

R, R, Antocianidina
R,

H H Pelargonidina

OH H Cianidina

OH
OH OH Delfinidina
+
HO 0] OCH; H Peonidina
N R .
2 OCH;,4 OH Petunidina
= OCH;4 OCH;, Malvidina
OH

Figura 16: Estrutura fundamental das antocianidinas.
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A estrutura das antocianinas varia em:
(a) nimero e posicao de substituintes hidroxila e metoxila no esqueleto basico;
(b) o tipo, numero e posicao no qual os acucares estao ligados ao esqueleto basico;
(c) a acilacao dos acucares € o tipo de grupo acilante.

Os pigmentos antocianicos sao geralmente encontrados na forma glicosilada,
denominada de antocianina, que libera por hidrélise sua forma aglicona, denominada
antocianidina.

Os acucares normalmente encontrados ligados as antocianinas sao a glicose,
ramnose, galactose e arabinose, geralmente na posicdo 3 ou 3, 5-hidroxi. Os
acucares rutinose (6-O-a-L-ramnosil-D-glucosideo), soforose (2-O-B-D-glicosil-D-
glucosideo) e sambubiose (2-O-B-D-xilosil-D-glucosideo) também podem estar
presentes (CLIFFORD, 2000; WU ; PRIOR, 2005b).

Os grupos acilantes mais comuns sao os acidos hidroxicinamicos, tais como
acido caféico, ferulico, p-cumarico e sinapico e &cidos alifaticos como o acido
aceético, malico, oxalico e succinico (STAFFORD, 1990; WU; PRIOR, 2005b).

A estrutura e a cor das antocianinas sao profundamente afetadas pela
natureza de seu ambiente fisico-quimico, principalmente as variagdes no pH do
meio. Em pH fortemente &cido prevalece o cétion flavilio com uma carga positiva
delocalizada no sistema aroméatico pirilio, embora os carbonos 2 e 3 sejam as
posicdes mais carregadas positivamente (BROUILLARD et al., 1997).

Devido a presenca da carga positiva, o ion flavilio atua como um eletréfilo
podendo ocorrer adi¢cao nucleofilica da agua resultando na perda de cor (geralmente
iniciando em pH préximo a 2) e eventualmente seguida por uma abertura reversivel
do anel levando a formacao de duas formas isoméricas de chalconas, incolor. Além
disso, os dois grupos hidroxila (posicdo 4 e 7) possuem carater acido e se
desprotonam em pH préximo a neutralidade, formando as bases quinoidais que séao
coloridas. As reacdes citadas de desprotonagdao, abertura de anel e ligacao
covalente com a agua nao envolvem diretamente a participacdo de acucares ou
grupos acila (BROUILLARD et al., 1997).

Portanto, dependendo da acidez do meio, a quantidade do pigmento € dividida
entre croméforos (espécies flavilio e quinoidal) e incolor (chalcona). Na forma
chalcona a antocianina € muito mais sensivel a fatores fisico-quimicos, podendo
levar a uma degradacao irreversivel. A copigmentagdo com anions organicos

estabiliza a estrutura na sua forma colorida. O copigmento geralmente ndo possui
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cor mas contribui com o aumento da estabilidade dos croméforos nas antocianinas
(Stafford, 1990).

Assim, a cor e a intensidade de cada vegetal colorido ndo estao
necessariamente associadas a um croméforo (aglicona) distinto mas a uma
combinacgao de diferentes caracteristicas intrinsecas e extrinsecas da molécula que
podem produzir uma infinita variedade de tonalidades (HARBORNE, 1988).

As frutas denominadas “berries” ou frutas vermelhas s&o ricas em flavonoides
e acidos fendlicos. Muitas delas contém acima de 100 mg/kg flavan-3-ol, 300 mg/kg
de flavondis, acima de 200 mg/kg de &cidos hidroxicinamicos e relativa alta
quantidade de antocianinas, especialmente em mirtilo, groselha preta e cereja
(acima de 5 g/kg) (HEINONEN, MEYER; FRANKEL, 1998).

Semelhante as demais classes de flavonodides, as antocianinas apresentam
elevada habilidade de reduzir radicais livres, apresentando também atividade
antioxidante em diversos sistemas, tais como LDL e lipossomo (Satue-Gracia et al.,
1997). Extratos de frutas (morango e ameixa) contendo alto contetudo de
antocianinas apresentaram alta atividade sequiestradora do radical DPPH (ESPIN et
al., 2000). Além disso, alta correlacdo foi encontrada entre o conteudo de
antocianinas e atividade antioxidante (método ORAC) em vaérios cultivares da
espécie Vaccinium (PRIOR et al.,, 1998) e em mirtilo, morango e framboesa apo6s

varios periodos de estocagem (KALT et al., 1999).
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5.2. MATERIAIS E METODOS

5.2.1. REAGENTES QUIMICOS

Os padrées de flavondides cianidina e pelargonidina foram obtidos da
Extrasyntese (Genay, France), quercetina foi obtidos da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, E.U.A.) e acido clorogénico da Apin Chemical (Abingdon, Reino unido). Os

demais reagentes foram de grau analitico e grau HPLC, quando requerido.

5.2.2. MATERIAL

As amostras de amora silvestre (Morus sp.) foram colhidas em setembro de
2002 e 2003. Foram colhidos aqueles frutos que se apresentaram completamente
maduros. Apds a selegdo, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido,

sendo armazenadas em ultra-freezer a temperatura de -70°C.

5.2.3. METODOS
5.2.3.1. Extragao de flavondides

Para a identificagdo dos flavondides da amora silvestre, 5 g de amostra
triturada em nitrogénio liquido foi homogeneizado com 100 mL de MeOH/agua/AcOH
na proporc¢ao de 70:30:5 (v/v), incluindo a agua contida na amostra, em Ultra-Turrax
durante dois minutos. O homogeneizado foi filtrado em papel de filtro Whatman n° 06
a vacuo. O residuo foi re-extraido mais duas vezes com 50 mL nas mesmas
condi¢des descritas anteriormente.

Os extratos foram concentrados em rotaevaporador, em temperatura de
banho de 40°C até volume préximo a 20 mL. As amostras concentradas foram
ajustadas com agua destilada para o volume de 50 mL para posterior aplicacdo em
coluna de Poliamida. As extragcdes foram realizadas em duplicata.

5.2.3.2. Extragcdo em fase soélida
Uma aliquota de 2 mL da amostra concentrada foi passada em coluna de 1 g
de poliamida como descrito anteriormente no item 4.2.3.2.
Os eluatos de flavondides &cidos e neutros foram secos e ressuspensos em
1 mL de MeOH/AcOH (95:5 v/v) e filtrados utilizando filtros de polietileno com
membrana PTFE (Millipore Ltd., Bedford, E.U.A.) de 0,22 u de poro.
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5.2.3.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A quantificacao e a identificacao parcial dos flavonodides foi realizada através
de cromatografia liquida de alta eficiéncia. O cromatégrafo utilizado foi o da Hewlett-
Packard 1100 (Palo Alto, E.U.A.), equipado com injetor automatico de amostras,
bomba quaternaria e detector com arranjo de diodo (DAD), controlado pelo software
ChemStation.

A coluna utilizada foi a Prodigy 5 un ODS3 250 x 4,60 mm (Phenomenex Ltd.,
Reino Unido) com fluxo de 1 mL/min e a eluicdo foi realizada com gradiente de
solventes constituido por A: agua/tetrahidrofurano/acido trifluoracético (98:2:0,1) e B:
acetonitrila. O gradiente linear utilizado esta apresentado na Tabela 10. As amostras
foram injetadas em duplicata (5-20 pL) e a identificacdo foi feita a partir das

caracteristicas dos espectros.

Tabela 10: Gradiente linear das fases méveis utilizado para cromatografia liquida de
alta eficiéncia de flavondides neutros e acidos.

Flavondéides neutros Flavondides acidos
Tempo Solvente Solvente Tempo Solvente Solvente
(min) B (%) A (%) (min) B (%) A (%)
0-5 8 92 0-7 17 83
5-15 10 90 7-15 25 75
15-25 25 75 15-25 35 65
25-35 50 50 20-25 50 50
30-35 90 10 25-35 90 10
35-45 8 92 35-45 17 83

A calibracdo dos padrbes foi realizada com as antocianinas cianidina e
pelargonidina da Extrasynthese, o flavonol quercetina e &cido clorogénico, injetados
em triplicata, em cinco concentrag¢des diferentes.

Os resultados foram expressos em mg de aglicona por 100 g de amostra
(b.u.).
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5.2.3.4. Purificagao de antocianinas de amora silvestre

A purificagdo das antocianinas de amora silvestre foi realizada por
cromatografia de papel (CP) descendente.

O eluato de flavondides neutros obtido a partir da coluna de poliamida (item
5.2.3.2) foi aplicado em papel Whatman 3MM no sentido longitudinal e desenvolvido
em uma primeira etapa com HCI 1% durante 10 horas. Foram observadas duas
bandas de antocianinas que puderam ser visualizadas por apresentarem cor e
denominadas de Pigmento 1 e 2. As bandas de antocianinas obtidas foram
recortadas e eluidas trés vezes com MeOH/AcOH (95:5 v/v) e evaporadas sob vacuo
a 40°C em rotaevaporador até secar. As antocianinas foram ressuspensas no
mesmo solvente e novamente aplicadas em papel Whatman 3MM e desenvolvidas
em uma segunda etapa com acido acético 15% por seis horas.

Novamente, as bandas de antocianinas foram eluidas trés vezes com
MeOH/AcOH (95:5 v/v) sob agitacao, evaporadas sob vacuo a 40°C até secar, e
ressuspensas em agua. As impurezas foram removidas através de trés extragdes
com acetato de etila e o solvente remanescente foi evaporado por corrente de
nitrogénio. As bandas foram posteriormente aplicadas em coluna de poliamida como
descrito na segédo 4.2.3.2. As antocianinas foram eluidas com MeOH/HCI 0,01%,
secas em rotaevaporador e ressuspensas no mesmo solvente.

Nas duas etapas de desenvolvimento em cromatografia em papel, as bandas
eluidas em HCI 1% e acido acético 15% foram submetidas a CLAE para confirmagéo
das antocianinas em relacao a sua pureza e tempo de retencéao.

As antocianinas purificadas foram utilizadas para identificacdo por

espectrofotometria UV/visivel e por espectrémetro MS/MS.

5.2.3.5. Hidrdlise de glicosideos e identificacao de carboidratos
5.2.3.5.1. Hidrdlise acida

Foi realizada hidrélise acida segundo Ordaz-Galindo et al. (1999). Uma
aliquota dos extratos metandlicos obtido em 5.2.3.4 foi tratada com 10 mL de HCI 2N
durante uma hora em banho-maria fervente, sob corrente de nitrogénio. Apéds a
hidrélise, as agliconas foram separadas dos agucares em coluna de poliamida,
segundo item 4.2.3.2. A agua de lavagem foi recolhida para andlise de agucares e
as agliconas foram eluidas com MeOH/HCI 0,01%.
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A identificacdo das agliconas foi feita por CLAE (item 5.2.3.3) e através da
espectrofotometria UV/visivel.

Para a andlise de agucares, a agua de lavagem foi neutralizada com NaOH e
liofilizada. Desse liofilizado, 0,4 g foi extraido com 400 uL de piridina e adicionado do
reagente de derivatizagdo (1:1 v/v). A derivatizacdo foi realizada com metil-N-
trimetilsililfluoroacetamida (37°C/30 min.). A analise dos agucares foi feita por
cromatografia gasosa-impacto de elétrons (CG-El), acoplado a detector de massa. A

identificacdo dos carboidratos foi realizada pelo espectro de massas.

5.2.3.5.2. Cromatografia gasosa de carboidratos (CG-EI-MS)

A identificacdo dos carboidratos foi realizada por cromatografia gasosa em
equipamento Hewlett Packard 6890 acoplado a um detector seletivo de massas (HP
5973) e equipado com fonte de ionizacdo por impacto de elétrons. A separagao
cromatografica foi conduzida usando uma coluna capilar SUPELCO 24181 SPB-50
(30,0 m x 250 um x 0,25 um). Foi utilizado modo de inje¢édo splitless com volume de
injecao de 1 pL. O gas hélio foi utilizado como gas de arraste em um fluxo de 1
mL/min. A temperatura utilizada durante a corrida foi de 70°C/5 min seguido de

elevagao para 300°C/10 min e mantida a esta temperatura durante 50 minutos.

5.2.3.5.3. Hidrdlise alcalina

A hidrélise alcalina foi realizada segundo Ordaz-Galindo et al. (1999). Uma
aliquota dos extratos metandlicos obtidos em 5.2.3.4 foi saponificada com solugéo
de NaOH 10% por 8 minutos a temperatura ambiente, sob corrente de nitrogénio.
Em seguida, os glucosideos foram separados dos acidos organicos em coluna de
poliamida. A identificacdo das antocianinas foi feita por CLAE (item 5.2.3.3) e

através de espectrofotometria UV/Visivel.

5.2.3.6. Identificagdo espectrofotométrica UV-Visivel de antocianinas

Os pigmentos 1 e 2 purificados por CP e posteriormente submetidos e
hidrélise acida e alcalina foram analisadas através de espectrofotometria de
UV/visivel em espectrofotometro Hewlett Packard 8453 em solugédo de MeOH/HCI
0,01% e solugdo de MeOH/HCI 0,01% com o acréscimo de reagentes complexantes
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(AICl3 e AICI3 + HCI), através dos quais foram obtidas informacdes sobre o padréao de

hidroxilag@o e substituicdo da molécula.

5.2.3.7. Identificacdo das antocianinas por espectrometro massa-massa

A identificacdo das antocianinas obtidas por CP também foi conduzida por
injecao direta no espectrometro de massas equipado com duplo quadrupolo (Quatro
LC, Micromass, Altringham, Cheshire, UK), equipado com interface de ionizagao por
elétron spray (ESI). Todas as amostras foram analisadas em duplicata.

A ESI foi conduzida em modo positivo. Para a analise no espectrémetro de
massas foi utilizado voltagem do capilar de 3,00 kV, temperatura de dessolvatacao
de 350°C, voltagem do cone de 30 V para Pigmento 1 € 40 V para Pigmento 2 e
Energia de colisdo de 5 para o primeiro quadrupolo e de 30 para o segundo

quadrupolo.
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5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.3.1. Identificacdo e quantificacdo de flavondides presentes na amora
silvestre

De acordo com a andlise por CLAE de amora silvestre (Figura 17A e 17B), foi
identificada a presencga de dois derivados de cianidina, um de pelargonidina e um
derivado de quercetina na fragdo de flavonoides neutros. Na fragdo de flavonoides
acidos, dois picos de acido hidroxicinamico foram identificados.
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Figura 17: Cromatograma de flavondides de amora silvestre analisada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. (A) flavondides neutros; (B) flavondides
acidos. (1 e 2) derivados de cianidina; (3) derivado de pelargonidina; (4)
derivado de quercetina; (5 e 6) acido hidroxicinamico.
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O numero de antocianinas presentes em vegetais € muito variavel. Wu e Prior
(2005a e 2005b) identificaram por HPLC-ESI-MS/MS desde duas antocianinas em
pistache, péssego e nectarina, até 31 e 34 em uva Concorde e rabanete vermelho,
respectivamente. Com excessdo da amora-preta, todas as frutas bagas analisadas
por Wu e Prior (2005a) ndo apresentaram grupos acilados na estrutura da
antocianina, contudo, verificou-se uma composicdo bastante variavel de
antocianidinas com diferentes padrbes de glicosilacdo em uma mesma fruta.

As concentragdes de flavondides em amostras obtidas em diferentes anos
(2002 e 2003) apresentaram variagbes significativas para todos os derivados de
flavondides identificados (p<0,05). As concentragcdes encontradas foram de 256 e de
138 mg/100g b.u. para cianidina; 3,6 e 2,7 mg/100g b.u. para pelargonidina; 14,1 e
15,3 mg/100 g b.u. de quercetina; e 12,4 e 14,1 mg/100 g b.u. de acido
hidroxicindmico, nos anos de 2002 e 2003, respectivamente (Figura 18).
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Figura 18: Concentragdo de flavondides em amora silvestre nos anos de 2002 e

2003. Letras diferentes entre as épocas indicam diferenca significativa (p<0,05).
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5.3.2. Isolamento de antocianinas de amora silvestre

Para o isolamento das antocianinas encontradas na fragdo metanol (FN) da
amora silvestre, procedeu-se a separagdo em cromatografia em papel (CP)
(Whatman 3MM).

As antocianinas foram isoladas por CP unidimensional utilizando dois
solventes. O primeiro solvente consistiu de HCI 1% de onde foram separadas duas
bandas de antocianinas. Estas bandas foram eluidas separadamente e aplicadas
novamente em CP unidimensional, utilizando acido acético 15% como segunda fase
mével. As duas bandas foram denominadas de pigmento 1 (P1) e pigmento 2 (P2).

Para o isolamento de flavonéides por CP recomenda-se 0 uso de no minimo
dois solventes de corrida para assegurar compostos puros. Entretanto, solventes
contendo &cidos minerais durante os estagios finais de purificagdo devem ser
evitados uma vez que estes reagem com substancias do papel de filtro produzindo
arabinose, que pode induzir a erros quando € realizada a identificagdo dos agucares
(HARBORNE, 1967).

O Rf dos pigmentos na CP foi de 0,50 e 0,73 no solvente HCI 1% e 0,54 e
0,67 no solvente AcOH 15% para os pigmentos 1 e 2, respectivamente. O grau de
pureza das bandas eluidas foi confirmada por CLAE (Figura 19). Os parametros
avaliados foram a presengca de um unico pico no cromatograma e atraves da
coincidéncia dos espectros obtidos pela analise de cinco pontos do pico.

Os tempos de retencdo dos pigmentos em CLAE foram de 13,9 e 14,2 min
para o0s pigmentos 2 e 1, respectivamente. O pigmento 1 concentra
aproximadamente 71% do total de cianidina glicosilada de amora silvestre, enquanto
que o pigmento 2 concentra os demais 29%. Esta proporcdo aumenta para 80:20

nas amoras colhidas em 2003.
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Figura 19: Cromatograma obtido por CLAE de antocianinas de amora
silvestre purificado por cromatografia em papel. (A) flavonéides neutros, (B)
pigmento 1 e (C) pigmento 2 isolado por cromatografia em papel (solvente
acido acético 15%); (D) pigmento 1 apos hidrélise acida.
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5.3.3. Caracterizacao espectrofotométrica de antocianinas

Importantes propriedades estruturais podem ser obtidas a partir de dados do
espectro da amostra, incluindo a natureza da aglicona (HARBORNE, 1967), a
posicdo da molécula de agucar (HARBORNE, 1958) e informagdes a respeito da
acilacao por acidos organicos aromaticos.

Os pigmentos 1 e 2 isolados por CP foram caracterizados por
espectrofotometria UV/visivel. Inicialmente foram realizadas a hidrolise acida dos
pigmentos para a identificagdo da aglicona e hidrélise alcalina para a identificacao
de presencga de grupos acil ligados a molécula de antocianina.

Os resultados da caracterizagdo quimica sao apresentados nas Tabelas 11 e
12 e os respectivos espectros de absorgao nas Figuras 20 e 21 para os pigmentos 1

e 2, respectivamente.
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Tabela 11: Caracterizacdo por espectrofotometria UV/visivel da antocianina de

amora silvestre correspondente ao Pigmento 1 isolado por cromatografia em papel.

Amax.(NM) Es40/Emax AICl, Es40/Emax

(%) (AN) (%)
P1 282, 529 23 45 10
P1 (apds hidr. alcalina) 281, 529 26 20
P1 (apés hidr. &cida) 279, 537 22 37
Cianidina " 277,535 19 18
Cyn 3-glucosideo " 274,523 24 <20
Cyn 3,5-diglucosideo'? 273, 524 13 <20

' Harborne, 1958; 2 Harborne, 1967

Comprimento de onda (nm)

——sem trat. ——sem trat+AICI3 —— Aglicona —— Aglicona+AICI3

Figura 20: Espectro de absor¢do do pigmento 1 isolado a partir da cromatografia

em papel (acido acético 15%).
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Tabela 12: Caracterizacdo por espectrofotometria UV/visivel da antocianina de

amora silvestre correspondente ao pigmento 2 isolado por cromatografia em papel.

Amax.(NM) E440/Emax AIClI, AICI, Es40/Emax

(%) Amax.(nm) (AL) (%)
P2 281, 531 23 574 43 13
P2 (hidr. alcalina) 281, 531 25 23
P2 (hidr. 4cida) 277, 537 22 575 38
Cianidina ' 277,535 19 18
Cyn 3-glucosideo '? 274, 523 24 <20
Cyn 3,5-diglucosideo '? 273, 524 13 <20

" Harborne, 1958: 2 Harborne, 1967

531 574
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Comprimento de onda (nm)
——sem tratt. ——sem trat.+AICI3 —— Aglicona —— Aglicona+AICI3

Figura 21: Espectro de absorcédo do pigmento 2 isolado a partir da cromatografia

em papel (acido acético 15%).
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Interpretacdo do espectro de absorcao (HARBORNE, 1958; HARBORNE, 1967;
MARKHAM, 1982):

1.

Amax. - as antocianidinas e seus derivados glicosilados exibem
absorgdao maxima na regiao do visivel (465-550 nm) e uma menor
na regiao UV (275 nm).

Complexacao com AICI;- todas as antocianidinas e seus derivados
glicosilados que possuem o O-dihidroxi livres apresentam
deslocamento batocromico de 25-36 nm na presenga do ion aluminio
em pH 2-4. As antocianidinas que apresentam nucleo catecol séo:
cianidina (277, 535 nm), delfinidina (277, 546 nm) e petunidina (276,

543 nm). Este complexo é desfeito pela adicao de HCI.

OH
Espectro MeOH Espectro AICl; Espectro AlCl;=MeOH

Es40/Emax- as antocianinas aciladas apresentam dois picos de
absorcao na regidao do UV devido a superposicdo do espectro de
absorcdo do grupo acil, normalmente acido cinamico, sobre o
espectro do pigmento. A posi¢cao do novo pico, entre 310-340 nm,
indica a natureza do acido cindmico presente. A relacdo entre a
intensidade deste pico quando comparada a intensidade de
absorg@o No Amax. (E340 (aciy/Emax wisive)) mostra o nimero de unidades
de acido cindmico presente no pigmento. Assim, em metanol
acidificado o valor entre 48-71% ¢ indicativo de uma propor¢do molar
de 1:1 com o &cido cinamico. Ja o valor de 83-107% ¢ indicativo de
uma propor¢cao molar de 2:1. Valores <40% demonstram auséncia
de grupos acilantes.

Hidrolise alcalina- a hidrdlise alcalina remove os grupos acil
quantitativamente deixando o acucar da antocianina intacta.
Hidrolise acida- clivagem do acglcar da antocianina O-glicosilado
com a obtencdo da respectiva aglicona. A glicosilagdo causa um

deslocamento hipsocrémico no espectro em relagcdo a aglicona. O
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tamanho do deslocamento depende de qual e como as hidroxilas
estao glicosiladas. O tipo de acucar nao influi no deslocamento.
Entao: glicosilacao em posi¢ao 3-OH causa o maior deslocamento hipsocrémico (AL
10-15nm);
glicosilagdo em posig¢édo 5-OH causa um deslocamento hipsocrémico menor;
glicosilagbes em posicao 3-OH e 3,5-di-OH apresentam pequenas diferencas
entre os espectros, mas antocianinas com 5-OH livre possuem pico de absor¢ao na
regiao de 410-450 nm (E440/Emax) €m relacao ao 3,5-OH glicosilado.
6. Eaa0/Emax- utilizado para distinguir as duas classes de antocianinas,
3- e 3,5-glucosideos. A porcentagem de intensidade a 440 nm dos
3,5-glucosideos é aproximadamente a metade da antocianidina
correspondente no qual o grupo 5-OH esta livre.

Desta maneira, a partir dos dados extraidos das Tabela 14 e 15 e descritos em
literatura (HARBORNE, 1958; HARBORNE, 1967; MARKHAM, 1982), podemos
dizer que os pigmentos referentes a P1 e P2 sao possiveis derivados de cianidina
com glicosilagdo em posicao 3, visto que:

e areacgao dos pigmentos referentes a P1 e P2 (ndo hidrolisado e hidrolisado) com
AICl; causa um deslocamento batocrémico (AA), 0 que o caracteriza como sendo
uma antocianina O-didroxi livre. Neste grupo temos a cianidina, delfinidina e
petunidina. O complexo antocianina- AlCl; € desfeito ap6s adicao de HCI.

e a hidrdlise acida dos pigmentos 1 e 2 resulta em uma Unica antocianidina (Tabela
11 e 12). O Amax.do pigmento apds hidrélise acida (forma aglicona) esta proximo
ao citado na literatura para a cianidina (277 e 535 nm). Demais antocianinas
possuem Amax diferente aos encontrados.

e analise por CLAE da antocianidina obtida por hidrélise acida (Figura 19) confere
com o tempo de retencdo (19,1 min) e espectro de absorgéo do padrao cloreto de
cianidina.

e 0s pigmentos nao estado ligados a acidos organicos cinamicos visto que a relacao
E340/Emax € <40%. Este resultado é confirmado pela hidrolise alcalina ja que nao
se verificou alteragdo no espectro de absor¢do quando comparado ao pigmento

nao tratado.
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e 0s pigmentos isolados por CP sdo possiveis 3-glicosideo, ja que a relagao entre
E40/Emax € semelhante aos relatados em literatura.
e Através da anadlise do espectro de absorcao ndo é possivel identificar o(s)

acucares que compdem a molécula.

5.3.4 Analise de carboidratos

A identificagdo dos carboidratos obtidos a partir da hidrolise acida dos
pigmentos 1 e 2 foi realizada por CG-EI-MS. Para o pigmento 1 foram encontrados
dois picos de acgucares que foram identificados pela comparacdo do espectro de
massas como sendo de glicose (Figura 22). O cromatograma do pigmento 2 indicou
a presenca de quatro picos de agucares identificados como dois picos de ramnose e
dois picos de glicose (Figura 23).

A presenca de dois picos de um mesmo acgucar pode ser esperada, uma vez
que podem estar presentes tanto na forma de estrutura de cadeia aberta quanto de
cadeia fechada.
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Figura 22: Cromatograma de carboidratos separados por CG-EI-MS apdés
hidrélise acida do pigmento 1 (A). O acgucar identificado pelo seu espectro de
massas foi: (a) glicose, onde (B) corresponde ao espectro de massas de glicose
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Figura 23: Cromatograma de acucares separados por CG-EI-MS ap6s hidrolise
acida do pigmento 2 (A). Os agucares identificados pelo seu espectro de massa
sdo: (a) ramnose e (b) glicose, onde (B) corresponde ao espectro de massa da
ramnose e (C) corresponde ao espectro de massa da glicose.
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5.3.5. Identificacao de antocininas por espectrémetro MS/MS

A analise do espectro de massas dos pigmentos 1 e 2 foi realizada por
injecao direta no espectrometro de massas. O pigmento 1 pbde ser identificado
apresentando ion molecular (m/z) de 449 (Figura 24), que por colisdo com argénio
formou o fragmento de mz 287 correspondente a aglicona e resultante da perda de
uma molécula de hexose, m/z -162 (Figura 25). De acordo com Dugo et al. (2001),
antocianinas de “black bilberry” com mz de 449 foram identificadas como cianidina-
3-glucosideo, cianidina-3-galactosideo e petunidina-3-arabinosideo. Considerando
que m/z 287 corresponde ao ion molecular da cianidina e a andlise de agucares
detecta glicose como agucar do pigmento 1, pode-se concluir que a antocianina 1 é
provavelmente uma cianidina-3-glucosideo.

O pigmento 2 pdde ser identificado apresentando ion molecular 595 (Figura
26), com dois fragmentos de m/z 449 e 287 (Figura 27) apés colisdo com argbnio. O
composto de m/z 449 correspondente a cianidina-3-glucosideo resultante da perda
de uma molécula de ramnose, mz -146 e o composto de m/z 287 corresponde a
cianidina. De acordo com Garcia-Beneytez, Cabello e Revilla (2003), antocianinas de
casca de uva com m/z de 595 foram identificadas como cianidina-3-O-p-
cumaroilglucosideo. Entretanto, considerando que a analise de acgUcares detecta
glicose e ramnose como agucares presentes na estrutura do pigmento 2, e que na
analise por espectrofotometria UV/visivel a relagdo Ezso/Emax € <40%, 0 que indica a
auséncia de 4cidos organicos na molécula, pode-se concluir que a antocianina 2 é
uma provavel cianidina-3-glucoramnosideo. Como é detectado um fragmento de m/z
de 449, pode-se também concluir que a glicose € o acgucar ligado diretamente a
posi¢éo 3-OH da cianidina.
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Figura 24: Espectro de massas ESI-MS-MS (modo positivo) de cianidina-3-

glucosideo, demonstrando m/z 449.
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Figura 25: Espectro MS/MS dos produtos gerados por colisdo com argonio,
centrado em m/z 449.
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Figura 26: Espectro de massas ESI-MS-MS (modo positivo) de cianidina-3-

glucoramnosideo demonstrando m/z 595.
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Figura 27: Espectro MS/MS dos produtos gerados por colisdo com argonio,

centrado em m/z 595.
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O cromatograma extraido da analise por CLAE/DAD dos pigmentos 1 e 2
apos purificacao por CP ndo indica a presenca de nenhum outro composto, contudo,
a analise por espectrdbmetro de massas mostra a presenca de outros compostos.
Tanto no pigmento 1 quanto no pigmento 2 observa-se a presenca de um ion
molecular de 453 em alta abundancia. A fragmentagdo deste composto nao

coincide com dados de literatura referente a antocianinas (Figura 28).
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Figura 28: Espectro MS/MS dos produtos gerados por colisdo com argdnio do

interferente presente nas bandas 1 e 2 a m/z 453. Composto néo identificado.
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Desta maneira, considerando todas as informacbes obtidas a partir da
espectrofotometria UV/visivel, espectroscopia de massas e a partir da identificacéo
dos acucares, as duas maiores fragcbes de antocianinas que compdem a amora
silvestre sdo: cianidina-3-glucosideo (pigmento 1) e cianidina-3-glucoramnosideo
(pigmento 2).

Gerasopoulos e Stravroulakis (1997) encontraram cianidina-glucoramnosideo
como pigmento responsavel por aproximadamente 60% da coloragao de Morus sp.,
sendo também identificados a cianidina-3-soforosideo, pelargonidina-3-rutinosideo,
e um composto ndo identificado (responsavel por aproximadamente 35%). Outra
fruta citada em literatura que contém cianidina-3-glucosideo e cianidina-3-rutinosideo
€ a Capulina (Prunus serotina Ehrh) (ORDAZ-GALINDO et al., 1999). Ainda, em fruto
de acai (Euterpes oleracea) foram identificados também a cianidina-rutinosideo e
cianidina-glucosideo como as principais antocianinas e peonidina-rutinosideo
presente em pequena concentragao (GALLORI et al., 2004; MARX et al., 2003).
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5.4. CONCLUSAO

Na identificacdo dos compostos fendélicos de amora silvestre foram encontrados:
e. Flavonodides: derivados de cianidina como principais componentes;
derivados de pelargonidina e quercetina em pequena concentragao.
f. Acidos hidroxicinamicos.

Foram identificados como derivados de cianidina, a cianidina-3-glucosideo e
cianidina-3-glucoramnosideo.
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6. ESTUDOS PRELIMINARES DE BIODISPONIBILIDADE DE ANTOCIANINAS DE
AMORA SILVESTRE (Morus sp.)

6.1. CONSIDERACOES GERAIS

A atividade antioxidante das antocianinas (KAHKONEN; HEINONEN, 2003)
tem sido correlacionada a diversos efeitos biologicos, tais como atividade anti-
inflamatéria (SEERAM; MOMOIN; BOURQUIN, 2001; SEERAM; ZHANG; NAIR,
2003; TALL et al. 2004), inibicao da agregacao plaquetaria (MORAZZONI;
MAGISTRETTI, 1990), inibicdo da proliferacdo celular e indugdo da apoptose
(KATSUBE et al., 2003; KANG et al., 2003).

Entretanto, apesar das diversas atividades bioldégicas demonstradas em
sistema in vitro, sua eficiéncia in vivo depende principalmente da taxa de absorcéo,
metabolismo, distribuicdo nos diversos tecidos e finalmente sua excregdo
(SCALBERT; WILLIAMSON, 2000).

As antocianinas sao rapidamente absorvidas pelo estémago (PASSAMONTI
et al., 2003; TALAVERA et al., 2003) e intestino delgado (TALAVERA et al., 2004) e
aparecem na circulagdo sanguinea e urina na forma intacta, metoxilada e/ou
conjugada ao &cido glucurdnico (ICHIYANAGI et al., 2005; TALAVERA et al., 2005).

Apesar dos diversos estudos relacionados ao metabolismo de antocianinas,
poucos sao os trabalhos elucidando o mecanismo de absorcdo destes compostos.
De maneira geral, dois sdo os mecanismos de absor¢édo dos flavondides glicosilados
através da mucosa intestinal. Uma vez que nos vegetais os flavonéides encontram-
se na forma glicosilada, estes devem primeiramente sofrer hidrélise pela B-
glicosidase enddgena (lactase floridzina hidrolase- LPH) (GEE et al., 2000), ou pelas
enzimas da flora microbiana do intestino grosso (HOLLMAN; KATAN, 1999) e
posterior absorcdo por difusdo passiva da forma aglicona liberada. O segundo
mecanismo de absorcdo de flavondides glicosilados é pela interacdo com o
transportador da glicose sédio dependente (SGLT1), com subsequente
desglicosilagdo no enterécito pela B-glicosidase citosolica (MATSUMOTO et al.,
2001). No estdbmago, o mecanismo de absor¢cdo das antocianinas permanece
desconhecido, entretanto, Passamonti, Vrhovsek e Mattivi (2002) sugeriram que um
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transportador de acidos organicos, a bilitranslocase, expresso no epitélio gastrico,
esteja envolvido na absorcédo de antocianinas neste orgao.

Desta maneira, uma vez identificadas as principais antocianinas da amora
silvestre (Morus sp.), este estudo propde avaliar a distribuicdo e concentracdo das
antocianinas nos diversos 06rgdaos do sistema digestério (estbmago, intestino
delgado, intestino grosso), no plasma e no tecido excretor (rim), visto ser o ultimo
orgao onde transita antes de ser eliminado. Além disso, propde-se estudar os
provaveis mecanismo de absorcdo e transporte das antocianinas no sistema

digestivo.
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6.2. MATERIAIS E METODOS

6.2.1. REAGENTES QUIMICOS

O padrao de flavonéide cianidina foi obtido da Extrasyntese (Genay, France) e
rutina da Merck (Darmstadt, Alemanha). Os reagentes DPPH (2,2-difenil-1-picril
hidrazil), trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-acido carboxilico), B-caroteno,
acido linoléico, butilhidroxitolueno (BHT), a-D-glicose e floridzina (floretina-2’-p-D-
glucosideo) foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, E.U.A.). Os demais

reagentes foram de grau analitico e grau HPLC, quando requerido.

6.2.2. MATERIAL

As amostras de amora silvestre (Morus sp.) foram colhidas entre setembro a
outubro de 2003 e congeladas em nitrogénio liquido, sendo armazenadas em ultra-
freezer a temperatura de -70°C. Para a extracado de antocianinas, a amora silvestre

foi pulverizada com nitrogénio liqUido.

6.2.3. METODOS
6.2.3.1. Extracao de antocianinas de amora silvestre

A extragédo de antocianinas foi realizada de acordo com o método descrito por
Price et al. (1999), com algumas modificacbes. A amostra pulverizada (25 g) foi
homogeneizada trés vezes em metanol/agua/acido acético na proporcéao de 70:30:5
(100 mL na primeira extragcdo, 50 mL nas seguintes) utilizando Ultra-Turrax
(Polytron-Kinematica GmbH, Kriens-Luzern, Suica), em banho de gelo. O
homogeneizado foi filtrado com papel de filtro Whatman n° 06 e posteriormente
concentrado em rotaevaporador (Rotavapor, RE 120, Bulchi, Flawil, Suica), em
temperaturas de banho de 40°C até volume préximo a 20 mL. As amostras
concentradas tiveram seu volume ajustado com agua deionizada em baldo de 50 mL

para posterior aplicagdo em colunas de poliamida (SPE).

6.2.3.2. Extragdo em fase solida (SPE)
Uma aliquota de 25 mL da amostra concentrada foi eluida em coluna de 10 g
de Poliamida (CC 6, Macherey-Nagel), preparada em seringa prépria de 60 mL

(HPLC Technology). As colunas foram pré-condicionadas pela passagem de 100 mL
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de metanol e 200 mL de agua destilada. Apds a passagem dos extratos aquosos, as
colunas foram lavadas com 200 mL de a4gua destilada e a eluicao dos flavonéides foi
realizada com 150 mL de metanol acidificado com HCI 0,1%. O fluxo através da
coluna foi controlado por meio de manifold (Visiprep 24 DL Supelco, Bellefonte, PA).
O eluato foi completamente seco através de rotaevaporagdo sob vacuo a 40°C e
ressuspendido em agua destilada. O extrato de antocianinas foi ainda submetido a
uma corrente de nitrogénio, e congelado até a administracdo aos ratos. Uma
aliquota de 50uL do extrato foi ressuspendida em 450uL de metanol HPLC/AcOH
(95:5 v/v) e filtrada utilizando-se filtros de polietilieno com membrana PTFE (Millipore
Ltd., Bedford, E.U.A.) de 0,22 u de poro para a quantificacdo das antocianinas por
CLAE/DAD .

6.2.3.3. Estudo de biodisponibilidade de antocianinas em animais

Todos os experimentos com animais foram submetidos a aprovacao pela
Comissao de ética da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP (Protocolo n°
53 de 19/11/2004).

6.2.3.3.1. Animais

Para o estudo de biodiponibilidade de antocianinas de amora em ratos foram
utilizados 32 ratos Wistar macho de peso aproximado de 200 g. Na noite anterior ao
experimento, os animais foram pesados e divididos aleatoriamente em 7 grupos de 4

animais e mantidos em jejum com acesso a agua ad libitum.

6.2.3.3.2. Desenho experimental

O extrato de antocianina obtido no item 6.2.3.2 foi dissolvido em agua e
administrado aos animais por gavagem na concentragdo correspondente a 25 mg de
cianidina total/200 g peso do animal, com excessao do grupo controle ao qual foi
administrado agua. Apds a gavagem, os animais foram devolvidos as gaiolas e
providos de agua, sem a racao.

Os ratos foram anestesiados pela administragéo intraperitonial de hidrato de
cloral (400mg/Kg em solucéao salina) e sacrificados apds 15 e 30 minutos, 1,2, 3,4 e

8 horas apds a administracao do extrato de antocianina (n=4 para cada tempo). O
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sangue foi coletado através da artéria abdominal em tudo a vacuo com EDTA (3
mL). Os rins, estémago, intestino delgado e o intestino grosso também foram

coletados e imediatamente congelados em nitrogénio liqlido.

6.2.3.3.3. Preparacgao e determinagao de antocianinas no material biolégico

A) Sangue. O sangue coletado foi centrifugado a 2000 g, 15 min a 4°C,
acidificado com 20% do volume com &cido trifluoracético 5% (McGHIE et al., 2003) e
estocado a —20 °C. A determinag&o de antocianinas no plasma foi realizado segundo
Matsumoto et al. (2001). Uma aliquota do plasma (1,5-2,0 mL) foi diluida com 3 mL
de acido oxalico 10 mM e eluida em coluna de 0,2 g de Supelclean LC-18 (Supelco,
Bellefonte, PA, USA), preparada em seringa propria de 6 mL (HPLC Technology) e
pré-condicionada pela passagem de 10 mL de metanol contendo 5% TFA, seguida
de 20 mL de &cido oxalico 10 mM. Apds a aplicacao do plasma, a coluna foi lavada
com 20 mL de &acido oxalico 10 mM e a eluigdo das antocianinas foi realizada com
15 mL de metanol contendo 5% TFA. Os eluatos assim obtidos foram secos
completamente em rotavaevaporador a 40°C sob vacuo e ressuspendidos em 1 mL

de metanol:4cido acético (99:5 v/v) para quantificagdo por CLAE/DAD.

B) Estémago, intestino delgado e intestino grosso. Os oOrgaos foram
liofilizados e homogeneizados por 2 minutos utilizando Ultra-Turrax com 100 mL de
metanol/agua/acido acético na proporcao de 70:30:5 (v/v). O extrato assim obtido foi
posteriormente centrifugado a 10.000 g/10 min/4 °C e o residuo re-extraido nas
mesmas condigdes. O sobrenadante das duas extragdes foi agregado e concentrado
em rotaevaporador a 40°C até a remocao do metanol. Uma aliquota da amostra livre
de metanol foi eluida em coluna de 1 g de poliamida, como descrito anteriormente
no item 4.2.3.2.

Os eluatos foram secos completamente em rotaevaporador a 40°C sob vacuo e
ressuspendidos em 1 mL de metanol:acido acético (99:5 v/v) para quantificacao por
CLAE/DAD.

C) Rim. A determinag&o de antocianinas no tecido renal foi realizada segundo
Tsuda, Horio e Osawa (1999). O tecido renal (~0,7 g) foi homogeneizado em 4
volumes de tampéo fosfato 0,4 M (pH 3,9) contendo 0,1% de EDTA em Ultra-Turrax.
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Uma aliquota (800 uL) do homogenato foi misturada a 4,0 mL de acetona gelada
contendo 0,1% TFA e centrifugada a 3000 g/ 15 min a 4°C. O sobrenadante coletado
foi posteriormente acidificado com 40 uL de TFA e seco em rotaevaporador a 40°C
sob vacuo e ressuspendido em 1 mL de metanol:acido acético (99:5 v/v) para a
quantificacao por CLAE/DAD.

Para a andise por CLAE/DAD, todas as amostras foram filtradas utilizando
filtros de polietilieno com membrana PTFE (Millipore Ltd., Bedford, E.U.A.) de 0,22 n
de poro.

A area abaixo da curva de concentracao vs tempo (AACy.gn) de antocianinas no
plasma e rim foi calculada utilizando o programa Statistica versdo 5.0 da StatSoft
(Tulsa, E.U.A).

6.2.3.4. Fermentacao de antocianinas de amora em sistema in vitro

A fermentacao das antocianinas foi realizada usando sistema in vitro, sob
condicbes de anaerobiose estrita com material fecal de ratos Wistar macho. A
incubacéo foi realizada em tubo de ensaio com tampa de rosca, selada com uma
camada de parafilme.

6.2.3.4.1. Preparo do meio de cultura

O meio de cultura foi composto por tampao carbonato-fosfato contendo
elementos trago e resazurin, com indicador redox, e preparado como descrito por
Lebet, Arrigon e Amodo (1998) (Tabela 13).

Aliquotas de 10 mL da solugao tampao foram distribuidas em tubos com tampa
de rosca e autoclavadas a 121°C por 15 min. Resazurin foi adicionado como um
indicador de pH que apés autoclavagem torna-se um indicador de anaerobiose. A
cor rosa indica um potencial redox alto (>-80 mV), enquanto que uma solugao incolor
indica um potencial redox baixo (<-80 mV), ou seja, condigcbes anaerdbicas. O
potencial redox do intestino grosso é de aproximadamente —150 mV (Rechner et al.,
2004).
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Tabela 13. Composicao da solugdo tampao para a fermentacéo in vitro.

Solugéo elemento trago mg/L Solugéo tampao g/L
FeSO, . 7H,0 3680 NaHCO3 9,240
MnSQO, . H.0O 1159 Na,HPO, . 12H,0 7,125
ZnSO;4 . 7TH0 440 NaCl 0,470
CoCl, . 6H0 120 KCI 0,450
NiCl, 100 Uréia 0,400
CuSOQOq4 . 5H.0 98 CaCl; . 6H0 0,180
Mo7(NH4)O24 . 4H20 17 Na2S0, anidro 0,100
MgCl, . 6H.O 0,100

Solugéo elemento trago 10mL/L
Resazurin (1mg/mL) 1mL/L

6.2.3.4.2. Preparo do in6culo

Para a obtencdo do material fecal, trés ratos Wistar macho foram
anestesiados por administragdo intraperitonial de hidrato de cloral (500mg/Kg em
solucdo salina) e a porgéao final do reto removido. O material fecal foi coletado em
um saco insulflado de CO, contendo solugdo tampéao carbonato-fosfato, a 37°C. A
proporcao de fezes e tampéao foi de 1:3 (w/v). A mistura foi homogeneizada em
Stomacher® (Stomacher 400, Seward, London, GB) por 2 min e utilizada como

inoculo.

6.2.3.4.3. Fermentacao de antocianinas in vitro
Dois mililitros do in6culo e o volume correspondente a 5 mg de cianidina total
obtido no item 6.2.3.2 foram adicionados aos tubos contendo o meio de cultura. O
“headspace” foi preenchido com CO,. Apds o equilibrio da presséao interna, os tubos
foram selados com um filme de parafilme e fechados hermeticamente. Os tubos
foram incubados em shaker a 37°C. Decorrido o tempo de incubacgéao (0, 1, 2, 4, 6, 8,
10 e 24 h), foram adicionados aos tubos 0,1 mL de solugcao saturada de HgCl, para
a inativacao da atividade microbiana. Aliquotas da cultura (1-8 mL) foram retiradas
para extracao em fase soélida.
Para verificar a degradagédo da amostra pelo meio de cultura, um controle
consistindo de solucao tampéao e solugao de antocianina, sem o inéculo, foi incubado
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nas mesmas condi¢cdes. Aliquotas foram retiradas nos mesmos tempos de
fermentacdo e submetidas a extragcdo em fase sélida. O experimento foi conduzido
em duplicata para cada tempo de incubacéo.

As aliquotas obtidas da fermentagdo foram passadas em coluna de 1 g de
poliamida como descrito anteriormente no item 4.2.3.2 e eluidas com solu¢ao de HCI
0,1% em MeOH. O eluato foi seco e ressuspenso em 1 mL de MeOH/AcOH (95:5
v/v) e filtrado utilizando filtros de polietileno com membrana PTFE (Millipore Ltd.,
Bedford, E.U.A.) de 0,22 u de poro para quantificagdo por CLAE/DAD.

6.2.3.5. Absorcao de antocianinas em sistema in vitro, com segmentos

intestinais evertidos.

6.2.3.5.1. Animais
Para o estudo de absorcédo intestinal de antocianinas de amora, foram
utilizados ratos Wistar machos de peso aproximado entre 180 a 250 g. Anterior
ao experimento, os animais foram mantidos em jejum de 12 h com acesso a agua
ad libitum.

6.2.3.5.2. Desenho experimental

Para o estudo de absorgédo intestinal e metabolizagdo das antocianinas
obtidas de amora silvestre, foi realizado ensaio in vitro utilizando segmentos
intestinais evertidos de ratos segundo método descrito por Karasov e Diamond
(1983).

Para a obtengédo dos segmentos intestinais, os ratos foram anestesiados com
injecao intraperitoneal de hidrato de cloral (500 mg/Kg em solugao salina). Apés a
anestesia, 0 abdémem do animal foi aberto e 0 segmento do intestino foi removido
por um corte na parte proximal do duodeno e um outro na porgéo distal do ileo (= 20
cm) e divididas em duas porgoes. O segmento intestinal foi lavado com solugédo de
Ringer e removido do tecido conectivo. A solugédo de Ringer é composta por 128 mM
NaCl; 4,7 mM KCI; 2,5 mM CaCly; 1,2 mM KH2POy; 1,2 mM MgSOg4; 20 mM NaHCO;
e ajustada para pH 7,3 com HCI 1N. Posteriormente, o segmento de intestino foi
invertido com o auxilio de uma vareta de ago-inox (2,8 mm de didmetro) e lavado
novamente com solugdo de Ringer gelada. Uma das extremidades do segmento
intestinal foi acoplada a um tubo de vidro (6 mm de didmetro) de aproximadamente
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10 cm, enquanto a outra foi amarrada (formando um saco). Um volume
(aproximadamente 2 mL) de solucédo de Ringer foi aplicado através do tubo para o
interior do saco e denominado de solucdo serosal. A preparacao de intestino
evertido foi suspensa em um tubo contendo 30 mL de solugdo de Ringer contendo
cianidina glicosilada (0,125 mM; 0,25 mM; 0,5 mM equivalente em aglicona) obtida a
partir do extrato de antocianina de amora silvestre (cyn-3-glu e cyn-3-glurha),
cianidina (0,5 mM), glicose (1, 2,5 e 5 mM) ou rutina (5 mM), acrescida ou ndo de
floridzina 0,1 mmol/L e denominado de solu¢do mucosal (Figura 29). Ainda, o extrato
de cianidina glicosilada (0,5 mM) foi suspenso em solugédo de Ringer isenta de sdodio.
Neste caso, todos os sais de sodio foram substituidos por sais de potassio. A
solugdo mucosal foi constantemente borbulhada com uma mistura gasosa de 95%
02, 5% CO, (mistura carbogénica), e mantida em banho-maria a 37°C. Aliquotas de
100 pL da solugéo serosal foram retiradas com uma seringa em intervalos de 0, 15,
30, 45, 60, 75 e 90 minutos de incubacdo para andlise de flavondides por
CLAE/DAD (segundo item 5.2.3.3) e quantificagdo de glicose pelo método

enzimatico colorimétrico.
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Figura 29: Estrutura de (a) cianidina-3-glucosideo, (b) cianidina-3-glucoramnosideo,
(c) floridzina e (d) rutina utilizadas no experimento de intestino evertido.
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Apbs o tempo de incubagdo, cada segmento intestinal foi levado a estufa
105°C, por 4 h, para remogado da umidade. Os resultados foram expressos em
umoles/g intestino (b.s.). As analises foram realizadas em triplicata, sendo que cada
repeticdo era formada por 2 segmentos intestinais extraida de 1 rato. Para a analise
de antocinianas no tecido intestinal, o tecido foi liofilizado decorrido o tempo de
incubacéo.

A figura 30 apresenta o esquema simplificado para o ensaio de absor¢ao.

M\
N
(B) | | Mistura carbogénica
LA
— (A)
Solugéo serosal
(©)
T W
Solugdo mucosal L,
Intestino evertido
s,
0 D
o’ h, (D)
0y
N~

Figura 30: Sistema modelo in vitro para absorcdo de antocianinas. (A) agulha para
entrada de mistura carbogénica; (B) agulha para saida de gas; (C) canula de vidro;

(D) tubo de ensaio.
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6.2.3.6. Determinacao de glicose
As variacdes de glicose na solucao serosal, obtida nos intervalos de tempo
estabelecido, foram determinadas pelo método colorimétrico glicose oxidase-

peroxidase/ABTS* segundo Bergmeyer e Bernt (1974).

6.2.3.7. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A quantificagdo e identificacdo das antocianinas foi realizada por CLAE-DAD
como descrito anteriormente no item 5.2.3.3 utilizando o gradiente de concentracédo
determinada para os flavondides neutros. As amostras foram injetadas em duplicata
(20 pL) e as antocianinas foram obtidas na forma glicosilada, sendo identificadas e
quantificadas de acordo com o padrao externo, na forma de aglicona. Considerou-se
uma avaliacado positiva na identificacdo quando a porcentagem de identidade dos
espectros foi da ordem de 99,9%. A calibracao foi realizada através da injecao do

padrdo em triplicata e em cinco concentracdes diferentes.

6.2.3.8. Determinacao do coeficiente de particao

O coeficiente de particao foi determinado segundo Henczi, Nagy e Weaver
(1995) com algumas alteracdes. Extrato seco de antocianina ou de cianidina na
concentracdo de 10* a 10° M foi ressuspendida em 1,0 mL de &gua destilada
saturada com n-octanol e agitado vigorosamente em vortex por 2 min.
Posteriormente, 1,0 mL de n-octanol saturado com agua foi adicionado e agitado
novamente. A mistura foi mantida em repouso por 15 min e centrifugada a 3000 g/10
min a 8°C. Uma aliquota de 300 uL da fase n-octanol foi seca em speed vac e
ressuspensa em 300 uL de MeOH/AcOH (95:5 v/v). Uma aliquota de 600 uL da fase
aquosa foi passada em coluna de 0,2 g de poliamida como descrito anteriormente no
item 4.2.3.2 e eluida com solugédo de HCI 0,1% em MeOH. O eluato foi seco e
ressuspenso em 300 uL de MeOH/AcOH (95:5 v/v). As amostras foram entdo
filtradas utilizando filtros de polietiieno com membrana PTFE (Millipore Ltd., Bedford,
E.U.A.) de 0,22 p de poro para quantificagdo por CLAE/DAD. O coeficiente de
particao foi obtido pela relagdo entre a area do pico na fase n-octanol e fase aquosa,

respectivamente.
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6.2.3.9. Atividade antioxidante do plasma
A atividade antioxidante do plasma foi analisada utilizando-se de dois métodos:

método de co-oxidagao do B-caroteno/acido linoléico e pelo método DPPH.

6.2.3.9.1. Método B-caroteno/acido linoléico

A andlise da atividade antioxidante foi desenvolvida segundo descrito no item
4.2.3.5.2.

6.2.3.9.2. Método DPPH

A atividade antioxidante foi determinada através da reducao do radical estavel
DPPH" (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) pelos antioxidantes presentes na amostra,
segundo descrito por BRAND-WILLIAMS; CUVELIER; BERSET (1995).

A solucao de DPPH (~20 mg/mL em metanol) foi preparada de forma a
apresentar absorbancia em 517 mm entre 0,6 e 0,7. As determinacées foram
realizadas em microplaca de poliestireno com 96 cavidades (Costar, Cambrigde,
MA) para uso em comprimento de onda entre 340 e 800 nm. Em cada cavidade da
microplaca foram adicionados 250 uL da solucédo de DPPH, 40 uL de metanol para o
grupo controle, ou 0 mesmo volume para o plasma obtido em 6.2.3.3.3 (A),
adequadamente diluidos. A reacao foi mantida a temperatura ambiente por 20 min,
no escuro. As leituras das absorbancias foram realizadas em 517 nm em
espectrofotdmetro de microplaca Benchmark Plus (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA). A absorbancia das amostras (Am) correlacionado a absorbéncia do controle
(Ac) resulta na porcentagem de reducao de radicais DPPH (% SRL), que pode ser

expressa através da seguinte formula:

% SRL = (Ac — Am) x 100
Ac

A curva de calibracao foi preparada com uma solugéo Trolox, e os resultados

foram expressos em umoles equivalentes de Trolox/mL de plasma.
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6.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.3.1. Absorcao de antocianinas de amora silvestre em ratos

A absor¢éo de antocianinas de amora silvestre foi testada através de ensaios
com ratos Wistar macho por administracao oral de 25 mg de cianidina total/200 g
peso do animal (19,89 mg cianidina-3-glucosideo e 5,11 mg cianidina-3-
glucoramnosideo) contida no extrato de antocianina de amora purificada
parcialmente em coluna de poliamida. Ap6s a administragcdo por gavagem do
extrato, os ratos foram sacrificados nos tempos de 15 e 30 min, 1, 2, 3, 4 e 8h. O
sangue, rim, estbmago, intestino delgado e intestino grosso foram coletados para a
andlise de antocianinas por CLAE/DAD.

A Figura 31 apresenta um cromatograma obtido por CLAE de plasma e rim de
rato ap6s 15 min (Figuras 31B e 31C, respectivamente) da administragao oral de 25
mg cianidina total/200 g peso, juntamente com um cromatograma do perfil de
antocianinas do extrato de amora (Figura 31A). Nenhuma antocianina foi detectada
no plasma e rim dos ratos controle (Figura 31b e 31c, respectivamente). No plasma,
além da cianidina-3-glucoramnosideo (cyn-3-glurha) e cianidina-3-glucosideo (cyn-3-
glu), quatro picos de antocianinas (M1-M4) foram detectadas apds 15 minutos da
administragdo oral (Figura 31B). Estes picos também apareceram nos demais
tempos de coleta, em menor concentracdo. No rim (Figura 31B), além da cyn-3-
glurha e cyn-3-glu, detectou-se a presenca de 3 picos adicionais, ndo identificados,
nos mesmos tempos de retengdo dos metabdlitos encontrados no plasma (M2-M4).
Nenhum outro flavondide presente no extrato de amora foi detectado no plasma ou
no rim.

As antocianinas apareceram no sangue e urina na forma glicosilada. Em
recente estudo com ratos TALAVERA et al. (2005) avaliaram os niveis plasmaticos
de cianidina-3-glu administrada como ragédo enriquecida de extrato de amora preta
(Rubus sp.). Os dados indicaram que cyn-3-glu foi absorvida na forma glicosilada,
em concordancia com prévios trabalhos realizados por ICHIYANAGI et al. (2005).
Ainda, formas glicosiladas de antocianinas foram detectadas na forma inalterada no
sangue de ratos e humanos apo6s administracao oral de extrato de mirtilo (composto
por derivados glicosilados de delfinidina, cianidina, malvidina e petunidina) (McGHIE

et al., 2003; MAZZA et al., 2002) e sabugueiro- Sambucus nigra (compostos
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principalmente por cianidina-3-glu e cyn-3-sambubiosideo) (MATSUMOTO et al.,
2001).

Entretanto, poucos sdo os relatos de trabalhos sobre os metabdlitos de
antocianinas. Recentemente, Ichiyanagui et al. (2005) e Talavéra et al. (2005)
sugeriram uma rota metabdlica para os derivados glicosilados da cianidina
administrada por via oral a ratos. No plasma, foram encontradas as formas
glucuronidadas (cyn-glucuronideo e cyn-metoxilada e glucuronidada) além da forma
metoxilada da cyn (peonidina-3-glu e peonidina-3-pentose). Segundo Ichiyanagui et
al. (2005), as formas conjugadas do &cido glucurdnico provavelmente foram
formadas no processo de absor¢cdo gastrointestinal visto que ndo apareceram no
sangue quando a cyn-3-glu foi administrada por via intravenosa.

No presente experimento, a forma aglicona da cianidina n&o foi detectada no
plasma ou no rim dos animais. Tsuda, Horio e Osawa (1999) também nao
detectaram a forma aglicona da cianidina no plasma, entretanto, encontraram o
acido protocatecuico, produto de sua degradacdo. Desta maneira, sugeriram que o
acumulo de acido protocatecuico no plasma pode ter ocorrido por 2 vias: (a) ou 0
acido protocatecuico formado no intestino delgado a partir da degradagéo da cyn foi
absorvido e acumulado no plasma ou (b) a forma aglicona da cyn foi absorvida e
degradada no plasma devido a sua instabilidade, resultando no aparecimento do
acido protocatecuico. A formagcao do acido protocatecuico a partir da cyn-3-glu no
plasma foi descartada visto que foram necessarias 16 h para que isto ocorresse.
Entretanto os dados sdo controversos, visto que Talavéra et al. (2005) detectaram
tanto a forma aglicona da cianidina como a da peonidina, sua forma metoxilada.
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Figura 31: Cromatogramas obtido por CLAE/DAD,detectada a 525 nm, de plasma e
rim de ratos Wistar macho apds administracdo de extrato de antocianina. (A)
antocianinas presentes no extrato de amora silvestre, (B) plasma 15 minutos ap6s
administragéo e (C) rim de ratos 15 min apds administracdo oral por gavagem de
extrato de amora. (b) plasma e (c) rim de rato controle, respectivamente. Picos
identificados: 1, cianidina-3-glucoramnosideo; 2, cianidina-3-glucosideo; 3,
pelargonidina. M1-M4, metabdlitos formados no processo de absorgéo.
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Figura 32: Plasma de rato Wistar macho obtido apds admisnistracdo oral de
cianidina de amora silvestre em diferentes tempo de coleta. As amostras de plasma
foram acidificadas com 20% do volume com TFA 5%.

A Figura 32 apresenta as amostras de plasma recolhidas de ratos Wistar
machos apds administracao de cianidina de amora e acidificacdo com TFA. Uma vez
que as antocianinas apresentam cor vermelha em meio acido devido a formacéao do
cation flavilio, a presenga de antocianinas no plasma pbde ser comprovado
visualmente.

As Figuras 33 e 34 mostram o perfil médio de cianidina total encontrado no
plasma e no rim, respectivamente. Em ambos os casos, as concentragdes maximas
foram observadas 15 min apds administracdo oral do extrato, alcangando a
concentracao maxima de 5,69 + 1,44 ug/mL e 10,60 £ 2,47 pg/g (b.u.) no plasma e
no rim, respectivamente.

Utilizando a regra trapezoidal para calcular a area abaixo da curva de
concentracao-tempo (AACo.sn) do plasma, obteve-se um AACy.s, de 2,76 + 0,88
png.h/mL o que correpondeu a 21,25 pug de cianidina total absorvida no plasma
durante 8h pds-administracdo, considerando peso médio do rato de 200 g; 7% do
peso corpdreo de sangue e 55% de plasma. Para o rim, encontrou-se um AACy.g, de
9,74 + 0,75 pg.h/g (b.u.) o que correspondeu a 6,90 ug de cianidina total absorvida
durante 8h pos-administragéo (peso do rim ~3 g). Assim, estimou-se que 28,15 ug
de cianidina total foi absorvida, o que correspondeu a 0,11% da concentragao inicial

administrada.
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Figura 33: Curva de cianidina total plasméatica de amora silvestre apds
administracao a ratos Wistar machos (~200 g), determinada por CLAE/DAD. Média *
DP de trés ratos.
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Figura 34: Curva de cianidina total de amora silvestre no rim apds administracao a
ratos Wistar machos (~200 g), determinada por CLAE/DAD. Média = DP de trés
ratos.
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A baixa porcentagem de absorcdo da cianidina também foi observada por
Mazza et al. (2002) em plasma humano apds admnistragdo de antocianinas de
mirtilo, com absor¢ao de 0,002-0,003% apds 3 h.

Apds 15 min da administracdo oral, observou-se um declinio na concentragdo
de cianidina total, tanto no plasma quanto no rim e praticamente auséncia ap6s 8 h.
Para muitos flavonéides, a concentracdo plasmatica decresce rapidamente (tempo
de meia-vida de 1-2 h) (SCALBERT; WILLIAMSON, 2000). Esta rapida excregéao é
facilitada pela conjugacado da forma aglicona com grupos sulfato ou glucuronideo.
Contudo, o tempo de meia-vida observado para a quercetina é muito maior (24 h)
(HOLLMAN et al., 1997). Esta lenta eliminacao é parcialmente explicada por sua
particular afinidade pela albumina plasmatica (MANACH et al., 1995).

Assim, para a manutencdo de altas concentracbes plasmaticas de
antocianina, a ingestao repetida em curto periodo de tempo parece ser necessaria.
VAN HET HOF et al. (1999) também verificaram que para a manuteng¢do dos niveis

plasmaticos de flavan-3-ol era necessario a ingestdo de cha preto a cada 2 h.

6.3.2. Distribuicao de cianidina no sistema digestorio de ratos

A Figura 35 apresenta o cromatograma do perfil de antocianinas presentes no
sistema digestoério de ratos que receberam, por via oral, extrato de antocianina. As
antocianinas presentes no extrato de amora foram detectadas (cyn-3-glu, cyn-3-
glurha, derivado de pelargonidina) nas trés porcées do sistema digestorio dos
animais. A forma aglicona, cianidina, foi detectada no intestino delgado e grosso
(Figura 35B e 35C).
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Figura 35: Cromatograma obtido por CLAE/DAD de estdbmago, intestino delgado e
intestino grosso de ratos apds administracdo oral com extrato de antocianina. (A)
estbmago, (B) intestino delgado e (C) intestino grosso. Picos identificados:1,
cianidina-3-glucoramnosideo; 2, cianidina-3-glucosideo; 3, pelargonidina; cyn,

cianidina.
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As Figuras 36, 37 e 38 apresentam as curvas de concentragdao de cianidina
(cyn) glicosilada e seus metabdlitos no estdmago, intestino delgado e intestino
grosso, apds administracao oral.

No estébmago e intestino delgado, a concentracdo maxina de cyn glicosilada
foi alcangada 15 minutos ap6s administragdo, enquanto que no intestino grosso foi
alcancada apos 3h.

No intestino delgado e grosso, além das duas formas glicosiladas, a forma
aglicona também foi detectada em pequena concentracdo, embora nao tenha sido
detectada no plasma, podendo ter sido formada a partir da acao de B-glucosidases
presentes na bordadura em escova do epitélio intestinal. Em estudo com ratos,
Tsuda, Horio e Osawa (1999) também sugeriram que cyn-3-glu é parcialmente
hidrolisada pelas B-glucosidases do intestino, explicando desta maneira a presenca
da forma aglicona no jejuno. Entretanto, neste mesmo experimento, nenhuma forma
aglicona da cianidina foi detectada no sangue.

No intestino grosso, as formas glicosiladas da cyn também foram detectadas
apo6s 30 min da administragdo, alcangando a concentragdo maxima apos 3h, o que
culmina com a maior concentracdo da forma aglicona da cyn, sugerindo que a
desglicosilacao pode também ocorrer no intestino grosso através da fermentacao
pelas bactérias fecais ou ser proveniente da hidrélise enzimatica ocorrida no

intestino delgado.
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Figura 36: Concentracdo de derivados de cianidina no estbmago de rato Wistar
macho apo6s administragdo de antocianinas de amora. Cianidina (a), cianidina-3-

glucosideo ( ®) e cianidina-3-glucoramnosideo (M). Média + DP (n=3 ratos)
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Figura 37: Concentracdo de derivados de cianidina no intestino delgado de rato
Wistar macho ap6s administracao de antocianinas de amora. Cianidina(a), cianidina-

3-glucosideo (®) e cianidina-3-glucoramnosideo (M). Média + DP (n=3 ratos)
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Figura 38: Concentracdo de derivados de cianidina no intestino grosso de rato
Wistar macho ap6s administracao de antocianinas de amora. Cianidina(a), cianidina-

3-glucosideo (®) e cianidina-3-glucoramnosideo (M). Média + DP (n=3 ratos).

Como pode ser obsevado na Tabela 14, a maior porcentagem de recuperacao
de cianidina total nos 6rgaos e tecidos ocorre 15 minutos apds a administragéo,
correspondendo a 80% do total administrado. A recuperagdo diminui
sucessivamente a partir de 30 min o que indica que a cianidina pode ter sido
progressivamente destruida no intestino delgado e intestino grosso, visto que a
concentracao plasmatica e renal € baixa.

A relacao cyn-3-glu/cyn-3-glurha no sistema digestério cai progressivamente
no intestino delgado e grosso, demonstrando que a degradacao da cyn-3-glu é maior
do que a cyn-3-glurha (Tabela 15). Poucos sao os dados na literatura relatando a
desglicosilacdo de antocianinas, contudo, sabe-se que a hidrélise de flavondides
glicosilados no intestino delgado ocorre provavelmente pela acdo da B-glucosidade
lactase floridzina hidrolase (EC 3.2.1.23) presente na bordadura em escova do
epitélio intestinal. A ac&o desta enzima sobre os flavondides glicosilados depende do
tipo de agucar presente na estrutura fundamental. De maneira geral, esta hidrolase
atua sobre os glucosideos, contudo, ndo atua sobre os ramnoglucosideos (DAY et
al, 2000a; SCALBERT; WILLIANSON, 2000), independentemente do flavondide.
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conjugado ao agucar. Assim, a queda na relagao cyn-3-glu/cyn-3-glurha pode ser
devida principalmente a hidrélise enzimatica da primeira.

Ja Bernardene, Magnuson e Giusti (2005) observaram que a degradacao de
antocianinas no conteudo fecal de ratos alimentados com extratos ricos em
antocianinas depende do tipo e numero de agucares conjugados. A degradagéo foi
alta para os glucosideos, moderada para os galactosideos e nao significativa para
os arabinosideos ou xilosideos, sendo que as antocianinas aciladas ou os
diglucosideos foram mais estaveis quando comparadas aos monoglucosideos
correspondentes. Apesar dos ramnoglucosideos ndo terem sido analisados por
Bernardene, Magnuson e Giusti (2005), podemos entdo supor que a cyn-3-glurha
seja mais estavel que a cyn-3-glu, visto ser um diglicosideo.
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Tabela 14: Porcentagem de recuperacao de cianidina total de amora nos tecidos e

orgaos de ratos apds administracao por gavagem.

Recuperacgao de cianidina total (%)

Tempo (h)  rim plasma ID  estébmago  I1G® total
0,25 0,13 0,32 32,26 47,22 0,02 79,95
0,5 0,09 0,09 22,71 42,67 0,39 65,96

1 0,03 0,02 12,04 29,04 6,57 47,70
2 0,03 0,01 14,81 18,16 7,43 40,44
3 0,00 0,00 10,92 2,52 14,31 27,75
4 0,00 0,00 10,41 4,62 5,20 20,24
8 0,00 0,00 0,22 0,22 0,99 1,96

MD- intestino delgado; ® IG- intestino grosso
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Tabela 15: Relacdo entre cianidina-3-glucosideo e cianidina-3-glucoramnosideo

distribuido no trato gastro intestinal apds administracao oral a rato Wistar macho.

Tempo (h) Relagéo cyn-3-glu/cyn-3-glurha
Estdmago Intestino delgado Intestino grosso
Inicial 3.85
025 3.72 3.28 1,67
0.5 3.86 2.82 245
1 3.73 277 1,58
2 4,08 2.04 1,55
3 4.97 127 1,11
4 4.94 1,55 0.79
8 1,45 0,62 0,69

6.3.3. Fermentacdo in vitro de cianidina-3-glucosideo e cianidina-3-
glucoramnosideo de amora (Morus sp.).

Diversos estudos sugerem que a absorcao pelo intestino delgado de
polifendis provenientes da dieta é relativamente pequena (10-20%) (KUHNLE et al.,
2000a; KUHNLE et al., 2000b; SPENCER et al, 1999). A baixa absorcao ocorre
provavelmente porque a maior parte dos polifendis ingeridos, incluindo aqueles
absorvidos e conjugados no enterécito, sdo transportados novamente ao lumem
diretamente ou pela bile (CRESPY et al.,, 1999). Posteriormente, estes alcangam o
intestino grosso onde sdo metabolizados pela microflora colénica.

Em experimento in vitro, as bactérias fecais de rato Wistar macho foram
capazes de degradar completamente as duas cianidinas glicosiladas de extrato de
amora apés 10 h de fermentagdo. O maior decréscimo foi observado apds 1 h, com
57% das cianidinas totais degradadas (Figura 39A). Entretanto, observa-se que a
degradacao das antocianinas também ocorre no meio de cultura sem o in6culo
(branco consistindo de meio de cultura e cianidinas, sem bactérias fecais). Deste
total, 28% foi resultante da degradacao pelas condi¢ées do meio de cultura. Assim, a

degradacao real pela fermentacao foi de 29%.
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Figura 39: Degradagao de derivados de cianidina durante fermentacao in vitro. (A)
Perfil de degradacao de cyn-3-glu (®) e cyn-3-glurha (M). (B) Metabdlitos formados a
partir de cyn-3-glu e cyn-3-glurha durante 24 h de fermentagdo in vitro. Cianidina
aglicona (1)) e acido protocatecuico (O). A fermentacao foi realizada em condigdes de
anaerobiose, a 37°C, com material fecal obtido a partir de 3 ratos Wistar macho. O
Branco (a) consistiu de meio de cultura e extrato de amora sem material fecal. Média
+ DP (n=3 ratos)
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Observou-se ainda o acumulo de metabdlitos tais como a forma aglicona da
cianidina, resultante da desglicosilagdo, e seu produto de degradacdo, o acido
protecatecuico. A concentragdo maxima dos metabdlitos foi alcangada apds 4h de
fermentacdo com valores de 0,05 + 0,025 e 0,20 =+ 0,05 mg/10 mL de meio, para
cianidina e &cido protocatecuico, respectivamente (Figura 39B). A relagdo entre cyn-
3-glu/cyn-3-glurha (Tabela 16) também apresenta queda gradual durante o periodo
de fermentagao in vitro, 0 mesmo observado no intestino delgado e intestino grosso

de ratos ap6s administracao oral de antocianinas de amora silvestre.

Tabela 16: Relacdo entre cianidina-3-glucosideo e cianidina-3-glucoramnosideo

durante fermentagéao em sistema in vitro.

Tempo de Relacao cyn-3-glu/cyn-3-
incubagéo (h) glurha

0 3,90
1 2,37
2 1,89
4 0,93
6 0,25
8 0,17
10 0

24 0

Diferente das enzimas humanas, as enzimas da microflora colénica catalisam
a quebra da estrutura dos flavondides a moléculas simples, tais como os &cidos
fendlicos (SPENCER, 2003). Segundo Rechener et al. (2004), os principais produtos

formados a partir da fermentagdo in vitro de compostos fendlicos foram 3-(3-
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hidroxifenil)-acido propiénico, para o acido clorogénico; 3-(4-hidroxifenil)-acido
propidnico e acido 3-fenilpropidnico, para a naringina, e acido 3-hidroxifenil acético
para a rutina além das formas agliconas das duas ultimas. O grau de degradacao
dos compostos estudados foi significativamente influenciado pela concentracdo do
substrato assim como pelas variagdes individuais da microflora fecal (p.ex. rutina
apresentou degradacdo completa entre 2-24 h de incubacdo dependendo da
microflora do doador). Em acordo, Justesen et al. (2000) encontraram 0s mesmos
produtos de degradacao para a rutina e naringina.

A absorcdo destes metabdlitos pela mucosa intestinal ainda ndo é bem
estabelecida. Entretanto, a presenca de acido hipurico na urina de individuos que
ingeriram cha preto sugere a absor¢cdo dos metabdlitos da microflora colénica. O
acido hipurico € um conjugado entre acido benzoéico e glicina, derivado do
metabolismo de bactérias intestinais sobre os compostos fenélicos e aminoacidos
aromaticos (CLIFFORD et al., 2000). De maneira geral, apesar das diferentes
classes de flavondides, os produtos finais de degradacao aparentemente sao muito

semelhantes, visto a similaridade estrutural das diversas classes de flavondides.
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6.3.4. Absorcdao de antocianinas em sistema in vitro, com segmentos
intestinais evertidos

Diversos métodos sdo utilizados para a avaliacao da absorcao de nutrientes e
drogas. Dentre estes estdo os modelos in silico, membranas artificiais simulando
modelos de absorcdao, modelos in vitro tais como células Caco-2 e modelos in situ
como intestino evertido e perfusdo do intestino de rato, além de estudos de absorgéao
in vivo (BOHETS et al., 2001).

Dentre os métodos citados acima, o método de intestino evertido tem a
vantagem de ser rapido e barato, além do pequeno volume no interior do segmento
(solugao serosal) resultar em um rapido aumento na concentragdo do composto em
estudo. Além disso, elimina-se o efeito da agdo bacteriana. Sob condi¢cdes 6timas
experimentais, o segmento intestinal pode permanecer viavel por mais de 120 min.
Além das vantagens metodologicas, a técnica proporciona o estudo de transporte do
composto em combinacdo com o metabolismo intestinal. Entretanto, uma grande
desvantagem do uso desta metodologia reside no fato de que o composto em
estudo tem de atravessar todas as camadas intestinais (inclusive o musculo), ao
invés de somente a mucosa intestinal (BOHETS et al., 2001).

A fim de verificar a integridade funcional do segmento intestinal, foi ensaiada
a absorcao de glicose na preparagao de intestino evertido (Figura 40). A glicose é
basicamente absorvida através da interacdo com o transportador de glicose sodio
dependente (SGLT1) presente na bordadura em escova. Nas concentracdes de 1,
2,5 e 5 mM de glicose, observamos elevacado gradual da concentracdo na solucao
serosal, alcangando valores de 2 £ 1,6 £ 1, 6,43 £ 0,07 umol/g intestino (bs),
respectivamente, apdés 90 min de incubagdo. Na presenca de floridzina, uma
dihidrochalcona, observou-se uma inibicao total da absorcédo de glicose. Este efeito
era esperado uma vez que a floridzina é um inibidor potente da SGLT1 (Day et al.,
2003), o que comprova o transporte de glicose a partir desta via ou funcionamento
do sistema.
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Figura 40: Absorcéo de glicose na solugdo serosal em sistema modelo in vitro, com
segmentos de intestino evertido. Concentracao de (W) 1,0 mM; (®) 2,5 mM; (a) 5,0
mM de glicose; (A) 5,0 mM de glicose e 0,1 mmol/L floridzina na solugdo mucosal.
Resultados obtidos de 6 segmentos intestinais (3 ratos) e expressos como média +

DP (base seca).

A absor¢éo da cyn-3-glu e cyn-3-glurha na forma intacta péde ser confirmada
em sistema in vitro utilizando intestino evertido de rato. A incubacdo do segmento
intestinal com diferentes concentragdes de extrato de antocianina de amora silvestre
resultou em absor¢cédo da cyn-3-glu e cyn-3-glurha (Figura 41). A absor¢ao foi dose
dependente, aumentando continuamente com o tempo de incubag¢do. Apds 90 min
de incubacdo com 0,5 mM de cianidina glicosilada, a concentracdo maxima
alcancada na solucdo serosal foi de 0,095 + 0,0035 umol de cianidina total/g de
intestino (bs). Além das duas formas de cianidina glicosilada, observou-se o
aparecimento de quatro picos adicionais (C1-C4) no cromatograma obtido por CLAE
(Figura 42).
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Figura 41: Absorcao de cianidina total de amora silvestre na solugdo serosal em
sistema modelo in vitro, com segmentos de intestino evertido. Concentragcéo de (M)
0,125 mM; (®) 0,25 mM (a) 0,5 mM de cianidina total de extrato de amora silvestre
na solucdo mucosal. Resultados obtidos de 6 segmentos intestinais (3 ratos) e

expressos como média + DP (base seca).
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Figura 42: Cromatograma obtido por CLAE/DAD da solugédo serosal e do tecido
intestinal em modelo de intestino evertido com extrato de antocianina. (A) tecido
intestinal e (B) intestino evertido de rato Wistar incubado com extrato de antocianina.
Compostos identificados cianidina-3-glucosideo  (cyn-3-glu) e cianidina-3-

glucoramnosideo (cyn-3-glurha). Compostos metabdlicos ndo identificados (C1-C4).

Utilizando-se do mesmo sistema, a forma aglicona da cianidina néo foi
absorvida, uma vez que a incubacao desta (0,5 mM na solucdo mucosal), obtida a
partir da hidrolise &cida do extrato de antocianina, ndo foi detectada na solucao
serosal ou no tecido intestinal.

Sugere-se que a forma aglicona dos flavondides possa ser absorvida através
da difusédo passiva devido a baixa polaridade da estrutura e portanto, facilidade de
difusdo na membrana lipidica (MANACH et al., 2004). A difusdo passiva depende
principalmente do coeficiente de particdo. O coeficiente de particdo mede a afinidade
relativa de um composto pela fase aquosa ou lipidica e € importante para determinar
se um composto atravessara passivamente, por difusdo, a membrana e como estara
particionado na célula (RANG; DALE; RITTER., 2000).

Devido a cianidina ter caracteristicas apolares (Tabela 17), parece ser
bastante razoavel e possivel que ela atravesse por difusdo passiva a bicamada

lipidica da membrana do enterdcito, contudo, a auséncia de cianidina na solugédo
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serosal pode ser decorrente da ionizacdo caracteristica da estrutura das
antocianinas. Em pH fortemente acido prevalece o cation flavilio com uma carga
positiva delocalizada no sistema aromatico pirilio, enquanto que em pH préximo a
neutralidade, as duas hidroxilas vicinais (posicdo 7 e 4’) se desprotonam formando
as bases quinoidais negativamente carregadas (BROUILLARD et al., 1997).

Uma vez que o pH intestinal se encontra ao redor de 7, pode-se supor que
apesar da alta lipofilicidade da forma aglicona da cianidina, esta encontra-se
ionizada no pH intestinal, dificultando sua difusdo através da membrana, visto que
compostos ionizados dificilmente atravessam a membrana, exceto quando existe um
sistema de transporte especifico (RANG; DALE; RITTER, 2000).

A glicosilacao afeta profundamente a solubilidade dos flavondides, dificultado
desta maneira sua absor¢do por esta via. A quercetina e a rutina (quercetina-3-
glucoramnosideo) apresentam coeficiente de particdo (log P) n-octanol/agua de 1,2
+ 0,13 e 0,37 + 0,06, respectivamente (BROWN et al, 1998). Compostos com
coeficiente de particdo >1 sdo mais lipofilicos, uma vez que apresentam maior
concentracdo na camada de n-octanol (LIAO; YIN, 2000).

O coeficiente de particdo encontrado para a cianidina-3-glurha e cyn-3-glu foi
de 0,88 e 0,90, respectivamente (Tabela 17). Uma vez que estes compostos sao
mais hidrofilicos que a sua forma aglicona e considerando a possibilidade de
estarem ionizados no pH intestinal, a difusdo passiva torna-se pouco provavel como

mecanismo de transporte.

Tabela 17: Coeficiente de particdo de flavonéides em n-octanol/agua.

Compostos Coeficiente de particao
Cianidina-3-glucosideo 0,90 +0,04
Cianidina-3-glucoramnosideo 0,88 + 0,08
Cianidina a

a, concentracdo de cianidina na fase aquosa foi muito baixa para ser detectada.
Resultados expressos como média + DP de n=3.
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Além da difusdo passiva, outro mecanismo proposto para a absorcdo de
flavondides é o transporte das formas glicosiladas através do transportador de
glicose sédio dependente (SGLT1). Uma vez que as duas formas glicosiladas de
cianidina do extrato de amora estdo conjugadas a hexoses, pode haver uma
facilidade em se ligarem a SGLT-1 e desta maneira serem transportadas para o
enterdcito e posteriormente a circulagdo sanguinea.

A adicéo de floridzina juntamente com o extrato de antocianina de amora
parece ter uma influéncia parcial na permeabilidade da cyn-3-glu e cyn-3-glurha
(Figura 43). A inibicao da SGLT1 pela floridzina retarda a absorg¢do de cianidina até
30 min apoés incubagdo, contudo, ndo afeta significativamente o aparecimento de
cyn-3-glu e cyn-3-glurha na solucao serosal, uma vez que apoOs este periodo a
cianidina atinge concentragdes semelhantes aquelas obtidas quando na auséncia do
inibidor. Ja a remocéao de sdédio do meio de incubacao leva a uma inibicdo de quase
100% da absor¢do de cianidina (Figura 43). Uma vez que a SGLT1 é sédio
dependente, supde-se que o transporte por esta via esteja bloqueado.

A absorcéao de cianidina pelo mucosa intestinal foi também inibida pela adicao
de 5 mM de glicose na solugdo mucosal (Figura 43). A absorcédo de cianidina total
caiu de 0,0231 £+ 0,0079 (sem glicose) para 0,0026 = 0,0002 umol/g intestino (bs)
(89% de inibigéo), apdés 60 min de incubacao, sendo que nos 30 minutos iniciais de
incubacdo, ndo foi detectada cianidina na solugdo serosal. Ainda, a absorcao de
glicose aumentou com a presenga do extrato de antocianina, atingindo

concentragdes superiores que quando a glicose foi incubada isoladamente.
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Figura 43: Absorcao de glicose (Glu) e cianidina total (cyn) na solucao serosal em
sistema modelo in vitro, com segmento intestinal evertido. Grafico em linha
representa a concentragao de cyn, onde a solugdo mucosal foi composta por (M) 0,5
mM de cyn total de amora silvestre; (O) 0,5 mM de cyn total de amora silvestre e 5
mM de Glu; (A) 0,5 mM de cyn total de amora silvestre e 0,1 mmol/L de floridzina; (1)
0,5 mM de cyn total de amora silvestre em solugédo de Ringer sem sddio. Grafico em
coluna representa a concentracao de Glu, onde a solugdo mucosal foi composta por:
coluna cheia, 5 mM de Glu; coluna vazia, 5 mM de Glu e 0,5 mM de cyn total.
Resultados obtidos de 6 segmentos intestinais (3 ratos) e expressos como média +

DP (base seca).

A rutina também foi testada quanto a sua absorcao (Figura 44). Da mesma
maneira que a cyn-3-glu e cyn-3-glurha, a rutina foi absorvida e aparentemente,
carreado pela SGLT1. A incubacao da rutina com floridzina leva a um retardo na
absorcao do flavonol para apds 30 min. Também, a incubagéo da rutina com glicose
leva a inibicao parcial (86% de inibicao) apds 60 min, perfil semelhante ao observado
para os glicosideos da cianidina.
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Figura 44: Absorcao de glicose (Glu) e rutina (Rut) na solugdo serosal em sistema
modelo in vitro, com segmento de intestino evertido. Grafico em linha representa a
concentracdo de cyn, onde a solugdo mucosal foi composta por (®) 0,5 mM de
rutina; (A) 0,5 mM de rutina e 0,1 mmol/L de floridzina; (O) 0,5 mM de rutina e 5 mM
de Glu. Grafico em coluna representa a concentracdo de Glu, onde a solugéo
mucosal foi composta por: 0,5 mM de rutina e 5 mM de Glu. Resultados obtidos de 6

segmentos intestinais (3 ratos) e e expressos como média = DP (base seca).

Neste estudo, a andlise do tecido da mucosa demonstrou a presenca das
formas glicosiladas da cianidina e também da rutina e seus metabdlitos (Figura 45).
Altas concentra¢des de cianidina glicosilada e rutina foram encontrados no tecido
intestinal incubado por 60 min, provavelmente decorrente da andlise ter sido
realizado em todo o tecido intestinal e ndo somente na mucosa. Ainda, em nenhum

dos experimentos foi identificada a forma aglicona da cianidina ou quercetina.
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Figura 45: Conteudo de cianidina e rutina na solugéo serosal e no tecido intestinal.
A incubacao foi realizada por 60 min em presenca de 0,5 mM de cianidina de extrato
de amora e 0,5 mM de rutina em solucdo de Ringer. Resultados obtidos de 6

segmentos intestinais (3 ratos) e expressos em base seca.

Estudos realizados por Gee et al. (1998 e 2000) e confirmados por Walgren et
al (2000) e Wolffram, Block e Ader (2002), sugerem que a quercetina 3-glucosideo e
quercetina-4-glucosideo sdo capazes de interagir com o transportador de glicose
sodio-dependente (SGLT1) presente na mucosa intestinal e assim serem absorvidos
na forma glicosilada. Como a quercetina-3-glucosideo e cianidina-3-glicosideo
apresentam grande similaridade estrutural, a presenca da forma glicosilada da
cianidina no plasma poderia ser um indicativo do envolvimento do transportador da
glucose (SGLT1) na absorgéo das antocianinas.

Trés sdo os mecanismos de transporte de hexose pela membrana intestinal.
Dois deles, transportadores por difusdo facilitada (GLUT2 e GLUTS5), o qual atuam
como canais para o transporte passivo. A GLUT2 se encontra na membrana
basolateral e transporta a glucose e outras hexoses da célula epitelial para a
circulacdo sanguinea, o que restringe sua fungdo. A GLUTS se encontra no lado
apical do enterdcito, entretanto, parece ser especifica para o transporte facilitado da

frutose (MUECKLER, 1994) e portanto pouco provavel no transporte de qualquer
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outro substrato. O terceiro mecanismo é o transportador de glicose sédio-
dependente (SGLT1), expresso no jejuno, e que transporta a glicose e a galactose
para dentro do enterécito (WRIGHT et al., 1997).

Apesar de vérios trabalhos demonstrarem a absorgdo de antocianinas
diretamente na forma glicosilada, poucos sdo aqueles que fazem referéncia ao
mecanismo especifico de transporte pela mucosa intestinal.

A interagdo da cyn-3-glurha e cyn-3-glu com a SGLT1 pode ser observada
pela inibicao parcial do transportador SGLT1 pela floridzina. Entretanto, o papel da
floridzina no intestino é bastante complexo, uma vez que além de inibidor
competitivo da SGLT1, mas nao transportada por ela, a floridzina também é
substrato para a B-glicosidase lactase floridzina hidrolase (LPH), a qual libera por
hidrélise a floretina e a glicose.

Apesar da interacdo de varios glicosideos da quercetina com a SGLT1 ter
sido demonstrada por Gee et al. (1998), Day et al. (2003) sugeriram que
quercetina-3-glucosideo e quercetina-4’-glucosideo sao transportadas em menor
extensao por este transportador. Neste caso, a provavel rota de absorgcao proposta
por estes pesquisadores foi a prévia desglicosilacdo do flavonol pela LPH e
subsequente difusdo passiva da forma aglicona, uma vez que no interior do
enterécito, somente a forma aglicona e seus metabdlitos foram encontrados.
Aparentemente as formas glicosiladas dos flavonoides sdo melhor absorvidas em
relacdo as respectivas agliconas (GEE et al, 2000). Entretanto, este fato foi
atribuido ndo a absorgao direta do glicosideo pela SGLT1, mas a proximidade da
quercetina liberada apds hidrélise catalisada pela LPH com a membrana do
enterécito (Day et al., 2003).

Trabalhos anteriores (HANKE et al, 1980; WARDEN et al, 1980)
desmonstraram que a glicose marcada, liberada a partir da hidrélise da floridzina na
superficie da mucosa intestinal possui uma vantagem na cinética de absorcao via
SGLT1, mesmo este estando inibido pela floridzina. Esta observacao foi atribuida a
proximidade do transportador SGLT1 com o sitio de hidrélise da LPH.

Entretanto, a inibicdo da absorcdo das duas cianidinas glicosiladas pela
remocado do ion sodio do meio de incubacdo reforca a hipotese de que o
transportador SGLT1 é uma das principais vias de absorcdo da cyn-3-glu e cyn-3-

glurha.
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Ainda, cianidina-3-glucoramnosideo foi encontrada no interior do enterécito e
na solucao serosal em segmento de intestino evertido e também no plasma. A LPH
atua sobre diversos flavonoides glicosilados, entretanto, foi demonstrado que nao
tem atividade sobre os ramnoglicosideos (DAY et al., 2000a). Desta maneira, a
possibilidade de hidrélise da cyn-3-glurha pela LPH torna-se remota, ficando o
transporte pela SGLT1 como a via mais provavel de absorcdo. Além disso, a forma
aglicona da cianidina nao foi detectada em nenhum compartimento analisado (tecido
intestinal ou solucédo serosal), o que diminui a possibilidade de absor¢cdo da forma

aglicona por difusdo passiva.
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6.3.5. Atividade antioxidante do plasma

Diversos estudos in vitro demonstraram a atividade antioxidante das
antocianinas em varios sistemas-modelo (SATUE-GRACIA; HEINONEN; FRANKEL,
1997; SEERAM; MOMOIN; BOURQUIN, 2001; SEERAM; NAIR, 2002; WANG; CAO;
PRIOR, 1997). Entretanto, uma vez que as antocianinas podem sofrer diversas
transformacdes no decorrer do processo de absorcao, fica evidente que nem sempre
os resultados obtidos em estudos in vitro sdo mantidos em sistema in vivo.

A atividade antioxidante total do plasma de rato apés administragéo oral de
extrato concentrado de antocianina (cyn-3-glu e cyn-3-glurha) foi avaliada pelo
método de co-oxidagdo do [-caroteno/acido linoléico e pelo método DPPH ou
sequestrante de radicais livres.

Nas condicdes experimentais, o plasma do grupo controle ndo apresentou
atividade antioxidante (Figura 46). A atividade antioxidante tende a um aumento
significativo nos tempos 15 e 30 min apés administracdo do extrato, com inibicao de
44 +5 e 40 + 5% (P < 0,05), respectivamente, onde coincide com os maiores valores
de antocianina total no plasma (Figura 33). Nos tempos 1, 2, 3 e 4 h apos
administragdo a atividade antioxidante cai para aproximadamente 30% de inibigcdo
seguida de nova queda 8h apds administracdo do extrato de amora (14 £ 4 %
inibi¢ao).

A atividade redutora de radicais livres do plasma (método DPPH) (Figura 47)
também apresentou um aumento significativo nos tempos 15, 30 e 1h (P < 0,05)
apo6s administracdo oral, em relagdo ao grupo controle, o qual coincide com a

atividade antioxidante encontrada no método anterior.
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Figura 46: Atividade antioxidante de plasma de ratos Wistar que receberam extrato
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Figura 47: Atividade redutora de radicais livres de plasma de ratos Wistar que

receberam extrato de amora silvestre, em sistema DPPH. Letras iguais nao
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Diversos estudos demonstram o aumento da atividade antioxidante do plasma
apos alimentagdo com extrato de antocianina de diversas fontes. Tsuda, Horio e
Osawa (1998) demonstraram que ratos alimentados com cyn-3-glu apresentavam
reducdo na concentragdo de compostos reativos com o acido tiobarbitdrico no
plasma e aumento na resisténcia a peroxidagéo lipidica induzida pelo 2,2’-azobis (2-
amidinopropano) hidrocloreto (AAPH) ou Cu?".

Mazza, Cottrell e Holub (2002) também observaram que o aparecimento de
antocianinas no plasma humano, apés consumo de suco de mirtilo, foi diretamente
correlacionado com o aumento na capacidade antioxidante (ORAC acetone; P<0,01).

Ainda, a atividade antioxidante in vivo de cianidina tem sido recentemente
estudada por Ramirez-Tortosa et al. (2001) em ratos mantidos com dieta deficiente
em vitamina E . Ao administrar uma dieta de extrato rico em antocianina, observou-
se um aumento significantivo na atividade antioxidante do plasma e diminuigcdo da
concentracdo de hidroperéxidos e 8-oxo-deoxiguanosina no figado. Esses
compostos sao indices de peroxidacao lipidica e danos ao DNA, respectivamente. Ja
Frank et al. (2002) observaram que ratos alimentados com 2g/Kg de cyn-3-glu por 4
semanas tiveram a concentracao de tocoferol elevada no figado e no rim, além de
apresentarem baixa concentragdo de acidos graxos saturados no figado (P<0,05).

As antocianinas normalmente estdo presentes no sangue na forma
glicosilada. Entretanto, formas metabolizadas também estdo presentes em pequena
quantidade, mas sua contribuicdo na atividade antioxidante ainda é questionada. As
espécies de metabdlitos de antocianinas circulantes no plasma humano apos
consumo de extrato de fruta de Aronia melanocarpa (composto principalmente por
cyn-3-galactosideo e cyn-3-arabinosideo) foram identificados como conjugados
glucuronideos, e derivados metoxilados e oxidados de cyn-3-galactosideo e cyn
glucuronideo (KAY et al., 2004).

Apo6s determinar a taxa e posicdo de glucuronidagdo da quercetina com
extrato de figado humano, Day et al. (2000b) demonstraram que a atividade
antioxidante dos metabdlitos da quercetina foi dependente da posicdo da
conjugacao. Todos os metabdlitos conjugados e metoxilados apresentaram atividade
inibitéria em sistema xantina oxidase, principalmente a quercetina-4’-glucuronideo
com alta atividade inibitéria, semelhante a quercetina. Além disso, com excessao da
quercetina-3-glucuronideo, todos os metabdlitos apresentaram atividade inibitéria da

enzima lipoxigenase.
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6.4. CONCLUSAO

As antocianinas extraidas da amora silvestre (Morus sp.), administradas por
via oral a ratos, foram absorvidas e excretadas rapidamente e encontradas no
sangue preferencialmente como glicosideo da cianidina e em pequena quantidade
na forma metabolizada, nao identificada.

A elevagao da concentracdo de antocianinas no sangue resultou também na
elevagao da atividade antioxidante do plasma.

O sistema de transporte das antocianinas da amora silvestre (Morus sp.)
parece envolver o transporte de glicose sodio dependente (SGLT1) e parte séo
metabolizados ja no enterdcito. Esta conclusao é reforgcada pelo efeito inibitorio da
absorcdo das duas cianidinas glicosiladas pela adicdo de D-glicose e floridzina e
pela remocao do ion sédio do meio de incubacao no segmento de intestino evertido.
A difusdo passiva da forma aglicona da cianidina parece pouco provavel uma vez
que nado se observa a absorcdo pelo segmento intestinal e ndo se encontra
circulante no sangue.

Nas porcoes do sistema digestoério (estbmago, intestino delgado e intestino
grosso), cyn-3-glu e cyn-3-glurha encontram-se inalteradas, mas pequena
quantidade da forma aglicona (cianidina) também € encontrada na porcao do
intestino.

Ainda, as cianidinas glicosiladas sdo completamente metabolizadas pela

microflora colénica, como demonstrado em estudo de fermentagéo in vitro.
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