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RESUMO

Euterpe oleracea Martius (acaizeiro) € uma palmeira abundante na Regido Amazénica.
O acai ou bebida acai, preparada de seus frutos, tem sido recentemente reconhecida
pela sua alta capacidade antioxidante, principalmente devido a alta concentracdo em
compostos fendlicos. Altas concentragfes de antocianinas (cianidina-3-glicosideo, C3G
e cianidina-3-rutinosideo, C3R) séo responsaveis pela coloracéo roxa do acai. Com o
objetivo de avaliar a absorcéo e excre¢do dos compostos fenélicos do acai e evolugao
na capacidade antioxidante em humanos, foi realizado um experimento em dois finais
de semana consecutivos. No primeiro final de semana os voluntérios foram submetidos
a uma dieta sem o consumo de acgai e no segundo final de semana eles receberam a
mesma dieta com 500 mL de acai contendo 354,5 mg de antocianinas (41,9+1,4 mg
C3G e 312,6+2,0 mg C3R). Amostras de plasma e urina foram coletadas antes e apés
(30 min, 1, 2, 3, 4 e 6h para o plasma e nos intervalos de 0-2, 2-4, 4-6, 6-8, 8-12, 12-
24h para a urina) a tomada de acai. Foram coletadas duas amostras de fezes em cada
final de semana, antes e apos o consumo de agai. Ndo foram encontradas antocianinas
no plasma dos voluntarios e a capacidade antioxidante plasmatica ndo apresentou
diferenca significativa antes e apds o consumo de acai. Na urina, ndo foram
encontradas antocianinas no primeiro final de semana. No segundo fim de semana, a
massa total média excretada de antocianinas foi de 6.688 + 2.884 ng C3G e 47.299 +
16.559 ng C3R, o0 que corresponde a 0,016% e 0,015%, respectivamente, do total
ingerido. A excrecdo urinaria maxima ocorreu no intervalo de 2-4h ap6s o consumo de
acai, que foi estatisticamente diferente dos intervalos de 8-12h e 12-24h (p<0,1) para
C3G e 0-2h (p<0,1) 8-12h (p<0,1) e 12-24h (p<0,05) para C3R. As andlises de ORAC,
TEAC, PT e DPPH mostraram que houve um aumento significativo na capacidade
antioxidante das fezes ap6s o consumo de acai (p<0,1). Na analise de colorimetria
tristimulo das fezes, Ab foi 0 parametro que apresentou maior variagdo apds 0 consumo
de acai (p<0,05), indicando que a amostra se afasta da regido do amarelo, adquirindo
uma coloragédo que tende para o azul. Os valores de AL diminuiram significativamente

(p<0,1), indicando o escurecimento das fezes.

Palavras-chave: Euterpe oleracea, absor¢céo, excre¢do, compostos fenolicos.



ABSTRACT

Euterpe oleracea Matrtius (acaizeiro) is a palm tree widespread in the Amazonian region.
Acai juice, prepared from its fruits, has been recently recognized for its high antioxidant
capacity, mainly due to a high concentration in phenolic compounds. High
concentrations in anthocyanins (cyanidin-3-glucoside, C-3-G and cyanidin-3-rutinoside,
C-3-R) are responsible of the black purple color of acai juice. In order to evaluate the
absorption and excretion of phenolic compounds of acgai and the evolution of the
antioxidant capacity in humans, an experiment with six healthy male volunteers was
carried out in two consecutive weekends. In the first weekend, the volunteers received a
diet without acai and in the second weekend they received the same diet with 500 mL of
acai containing 354.5 mg anthocyanins (41.9+1.4 mg C-3-G and 312.6+2.0 mg C-3-R).
Plasma and urine samples were collected before and after (30 min, 1, 2, 3, 4 e 6h for
plasma and in intervals of 0-2, 2-4, 4-6, 6-8, 8-12, 12-24h for urine) they took acai.
Samples feces were collected in each weekend, before and after acai consumption.
Anthocyanins were not found in plasma of any volunteer and the plasma antioxidant
capacity did not show a significant difference before and after acai consumption. In
urine, anthocyanins were not found in the first weekend. In the second weekend, the
anthocyanins average total mass excreted was 6,688 ng C-3-G and 47,299 ng C-3-R,
wich corresponds to 0.016% and 0.015%, respectively, of the total ingested. The
maximum urinary excretion occurred in the interval of 2-4h after acai consumption, that
was statistically different from the intervals of 8-12h and 12-24h (p<0.1) for C3G and 0-
2h (p<0.1) 8-12h (p<0.1) and 12-24h (p<0.05) for C3R. ORAC, TEAC, PT and DPPH
analysis showed a significant increase in feces antioxidant capacity after acai
consumption (p<0.1). In tristimulus colorimetry feces analysis, Ab was the parameter
that showed greater variation after acai consumption (p<0.05), indicating that the
samples moves away from the yellow region, taking a color that tends towards blue. The

values of AL had diminished significantly (p<0.1), indicating the darkening of feces.

Key words: Euterpe oleracea, absorption, excretion, phenolic compounds.
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1. INTRODUCAO

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado que dietas ricas em alimentos de
origem vegetal protegem os seres humanos contra doencas degenerativas como 0
cancer e doencas cardiovasculares. Os alimentos de origem vegetal contém fibras,
vitaminas, fitosteroéis, compostos sulfurados, carotendides e acidos organicos, os quais
contribuem para os efeitos benéficos a saude. Esses alimentos também apresentam em
sua composicdo uma variedade de compostos fendlicos, que sdo cada vez mais
considerados agentes eficazes de protegcao (MANACH et al., 2005).

Entre os compostos fendlicos, as antocianinas merecem um lugar de destaque
por apresentarem acdes funcionais e por serem responsaveis pela coloragcdo da maior
parte das frutas e das folhas. Os frutos do acaizeiro constituem um exemplo de alimento
rico em antocianinas (ROGEZ, 2000).

Os beneficios do acai tém sido cada vez mais explorados devido as
caracteristicas da sua composi¢cdo. Sampaio (2006) avaliou as propriedades funcionais
do acai em plasma humano e seus resultados sugerem que o consumo de acai possui
efeito anti-aterosclerético por meio da inibicdo significativa da peroxidacdo das LDL
(Low Density Lipoprotein — Lipoproteina de Baixa Densidade) em homens que poderiam
ser qualificados como pessoas com risco para esta doenca. Neste mesmo trabalho foi
observada uma tendéncia ao aumento da capacidade antioxidante, analisada por meio
da metodologia ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity - Capacidade de
Absorbancia do Radical Oxigénio) em um grupo composto de voluntarios menos
expostos aos fatores de risco de doencgas cardiovasculares.

Porém, os efeitos dos componentes alimentares sdo dependentes de seu
comportamento no trato digestivo (WILLIAMSON; MANACH, 2005), pois uma vez que
estes sdo metabolizados no organismo, a forma resultante pode apresentar um
comportamento fisiologico diferente da forma nativa, presente no alimento ingerido
(KROON et al., 2004).

Vérios estudos tém demonstrado que as antocianinas intactas sdo pouco
absorvidas e sdo excretadas somente em pequena quantidade na urina. Esses

compostos também sofrem metabolismo, uma vez que parte das antocianinas
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absorvidas foram encontradas nas formas metilada, sulfatada ou glucuronidada (AURA
et al., 2005).

Neste contexto, este trabalho tem por objetivos gerais:

» Avaliar a absor¢éo e excrecao dos compostos fendlicos do agcai em humanos;

» Avaliar a evolucdo na capacidade antioxidante de material biologico de
humanos apds consumo de acai.

Os objetivos especificos do estudo englobam:

» Determinar a concentracdo dos compostos fendlicos do acai, com destaque
especial as antocianinas, em plasma humano por meio de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, avaliando, desta maneira, a taxa de absor¢cdo dos mesmos;

* Quantificar os compostos fendlicos na urina dos voluntarios humanos por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia, visando avaliar a taxa de excrecao;

» Avaliar possiveis alteracdes, a curto prazo, na capacidade antioxidante do
plasma, urina e fezes humanos apds o consumo de acai grosso, por meio de
metodologias distintas;

» Determinar possiveis altera¢cdes na cor das fezes apds o consumo da bebida

acai.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. O ACAI
2.1.1. Generalidades

A palmeira Euterpe oleracea Martius é vulgarmente conhecida no Brasil e na
Regido Amazodnica como acaizeiro (Figura 1). E uma das mais tipicas do Para,
possuindo seguramente seu indigenato, em razdo de sua importancia alimentar,
especialmente entre as classes sociais média e baixa (CAVALCANTE, 1976).

O acaizeiro, originario do estuario do Rio Amazonas, € encontrado nas matas de
terra-firme, igapo e, sobretudo, nas areas de varzea. Cresce em forma de touceira, a
gual é constituida por estipes. No acaizeiro, exploram-se principalmente dois produtos:
o palmito e os frutos (ROGEZ, 2000).

Figura 1. O acgaizeiro.
Fonte: ROGEZ (2000).

A frutificacdo do acaizeiro pode ocorrer durante o ano inteiro, porém em periodos
distintos que dependem das condicbes ambientais, da localizacdo geogréafica e das
praticas de cultivo, sendo que no municipio de Belém a safra ocorre no verdo, entre 0s
meses de agosto e dezembro. Este € o periodo de maior abundancia do fruto tuira, o
qual é de maturacdo ideal, apresentando maculas brancacentas de cerosidade,
proporcionando suco de melhor qualidade (CAVALCANTE, 1976).
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Os frutos, mostrados na Figura 2, sdo de cor verde antes de maduros e
permanecem nesta cor no caso das variedades Verde e Tinga. No caso da variedade
Preto, os frutos se tornam violeta/parpura muito escura. As variedades dos frutos se
diferenciam de acordo com caracteristicas fenotipicas e pela presenca ou ndo de
antocianinas. A polpa do fruto representa 5% a 15% de seu volume, variando de acordo
com tipo e grau de maturidade (ROGEZ, 2000).

Figura 2. Frutos do acaizeiro.
Fonte: ROGEZ (2000).

1

Os frutos do acaizeiro fornecem um subproduto: “o acai” ou “bebida acai”, que
esta ilustrado na Figura 3. De acordo com Rogez (2000), o preparo desta bebida se faz
tradicionalmente em duas etapas: na primeira, com o amolecimento dos frutos na agua
morna e na segunda, pelo despolpamento dos mesmos mediante maquinas
convencionais, com a adi¢ao de agua.

Segundo a legislacdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 2000), de acordo com a adicdo ou ndo de agua e seus gquantitativos, o
produto é classificado em:
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a) Polpa de acai: € a polpa extraida do acai, sem adicdo de agua, por meios
mecanicos e sem filtracdo, podendo ser submetido a processo fisico de conservacao.

b) Acai grosso ou especial (tipo A): é a polpa extraida com adicdo de agua e
filtracdo, apresentando acima de 14% de sélidos totais e uma aparéncia muito densa.

c) Acai médio ou regular (tipo B): é a polpa extraida com adicdo de agua e
filtracdo, apresentando acima de 11 a 14% de sodlidos totais e uma aparéncia densa.

d) Acai fino ou popular (tipo C): € a polpa extraida com adicdo de agua e
filtracdo, apresentando de 8 a 11% de sdlidos totais e uma aparéncia pouco densa.

Figura 3. A bebida acai.
Fonte: ROGEZ; PENA (2009)".

Para Calzavara (1976), esta bebida faz parte do habito alimentar da populag&o
paraense, principalmente do interior do Estado, nas camadas de baixa renda e nos
centros urbanos. Estes segmentos da populacdo estadual tém a bebida acai como um
dos componentes béasicos de sua alimentacao.

No meio rural, o agai € consumido 3 vezes por dia (principais refeicbes) durante

0 ano todo e desde os 6 meses de idade; no meio urbano, é geralmente tomado uma

' ROGEZ, H.; PENA, R.S. Olhares cruzados sobre o acai (inédito).
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Unica vez ao dia, no almogco ou é ocasionalmente adotado como sobremesa com
acucar (ROGEZ, 2000).

Por ser considerado uma fruta exotica e pelas suas propriedades caldricas,
medicinais e nutricionais, observa-se uma crescente demanda do acai em nivel
nacional, principalmente na Regido Centro-Sul, nos Estados do Rio de Janeiro e S&o
Paulo. O publico alvo especifico € a jovem “geracdo saude”, que foi atraida gracas a
essas propriedades. Nestas regides, 0 acai € comercializado sob forma congelada e
freqientemente muito diluido (ROGEZ, 2000).

Este habito alimentar desencadeia uma atividade produtiva econbmica e
socialmente relevante na economia informal do Estado do Par4, por ser responsavel
pela geracdo de um grande numero de empregos informais diretos, que se distribuem
na producdo e comercializacdo da bebida, e indiretos, como a producéo artesanal de

paneiros, os quais sao utilizados no armazenamento dos frutos (CALZAVARA, 1976).

2.1.2. Composicao Nutricional do Acai

O consumo meédio diario pela populacdo do interior paraense € de
aproximadamente um litro de acai, fino ou médio por pessoa.

Considerando o consumo de um litro de acai médio (a 12,5% de matéria seca),
pode-se quantificar os nutrientes ingeridos por esta populacdo e compara-los com as
recomendacdes nutricionais. A composi¢cao nutricional do acai esta apresentada no
Quadro 1 (os valores sdo expressos em base de matéria seca, em virtude da grande

variedade de resultados obtidos em relagédo ao teor em agua do alimento em questao).
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Quadro 1. Teores em nutrientes do agai em relacdo a matéria seca, projecao por litro
de acai médio (a 12,5% de M.S.) e recomendac¢des nutricionais.

. Geral Teor td % Qtd

Variavel X S n /L acai re(gom. rec(c?m.
pH 5,23 0,27 129 - - -
Matéria graxa (%) 52,64 5,23 124 65,8 g 100 ¢ 66
Mat. Nitrog. total (%) 10,05 1,15 129 1269 40-50 g 25-31
Glicose (%) 1,55 0,50 32 19¢
Frutose (%) 1,36 0,69 32 1,79 55-72 g 5-7
Sacarose (%) 0,05 0,09 32 0,06 g
Fibras (%) 25,22 6,71 14 3159 35¢ 90
Cinzas totais (%) 3,09 0,84 127 3,86 g - -
Anto. (mg/kg frutos) 440 221 60 - - -
Ca (g/kg M.S)) 3,09 1,04 127 386 mg 900 mg 43
P (g/kg M.S.) 1,47 0,52 127 184 mg 800 mg 23
Mg (g/kg M.S.) 1,78 0,53 127 222 mg 375 mg 59
K (g/kg M.S.) 9,90 3,37 127 129 1,6-3,1¢g 39-75
Na (g/kg M.S.) 0,76 0,42 127 95 mg |575-3500 mg| 3-16
Zn (mg/kg M.S.) 17,30 6,42 127 2,2mg 15mg 15
Cd (mg/kg M.S.) 0,46 0,15 127 57 ug - -
B (mg/kg M.S.) 15,84 4,36 127 2,0 mg 1,3 mg > 100
Fe (mg/kg M.S.) 20,59 7,26 127 2,6 mg 11 mg 23
Mn (mg/kg M.S.) 323 174 127 40,4 mg 2-5mg > 100
Cu (mg/kg M.S.) 13,76 4,40 127 1,72 mg 1,1 mg > 100
Ni (mg/kg M.S.) 2,03 0,96 127 254 mg 400 mg 63
Cr (mg/kg M.S.) 5,31 2,23 127 664 ug | 50-100 ug > 100

Fonte: ROGEZ (2000).

Legenda: X = valor médio; S = desvio padrdo; n = nimero de amostras analisadas;

Qtd. recom. = quantidade recomendada para um homem adulto de 25 a 45 anos, de peso médio; M.S. =
matéria seca; anto. = antocianinas.

O acai é um alimento altamente calérico devido ao seu elevado teor em lipideos
totais, seu principal componente em termos quantitativos, cuja contribuicdo é superior a
65% do valor diario recomendado. Ele também constitui uma excelente contribuicdo em
o-tocoferol, fibras, manganés, cobre, boro e cromo, acima de 65% do valor
recomendado (ROGEZ, 2000).

De acordo com Rogez (2000), o acai constitui uma fonte consideravel de a-
tocoferol (45mg / 100g de matéria seca), visto que sua recomendacdo varia de 5 a
15mg/dia para um adulto. No que diz respeito a matéria nitrogenada total observa-se
um teor elevado (10,05% em relacdo a matéria seca) em comparagdo com outros

frutos.
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O fruto fornece também quantidades notaveis, entre 25% e 65% do valor
recomendado, de proteinas, calcio, magnésio, potassio e niquel. E pobre, inferior a 25%
do valor recomendado, em acucares totais, fésforo, sodio, zinco e ferro (ROGEZ, 2000).

O teor de glicidios assimilaveis no acai (glicose, frutose e sacarose) é
relativamente baixo (2,96% da matéria seca). A quantidade de glicose e frutose
presentes nos frutos corresponde a 1,55% e 1,36%, respectivamente, em relacdo a
matéria seca. A sacarose € quase ausente no produto (0,05% da matéria seca).
Portanto, o acai natural ndo pode ser considerado como uma bebida que disponibiliza
energia rapidamente para o seu consumidor e, ao contrario de mitos estabelecidos,
pode, a priori, ser oferecida aos diabéticos, desde que ndo seja consumido com agucar
ou farinha (ROGEZ, 2000).

Em relacdo as fibras, estas sdo o segundo composto de maior quantidade do
acai (25,22% da matéria seca, em média), apos os lipideos. Um litro de acai médio
contém, aproximadamente, 31 g de fibras alimentares totais, correspondendo a 90%
das recomendacg0Oes diarias (35 g para o adulto) (ROGEZ, 2000). Desse total de fibras,
74% correspondem as fibras insoluveis e 26% correspondem as fibras sollveis
(ROGEZ; PENA, 2009%).

A cor tipica do acai preto € roxo-avermelhada e deve-se a presenca de
pigmentos naturais chamados antocianinas, substancia pertencente a familia dos
flavondides.

O acai é um fruto que apresenta um elevado teor de antioxidantes, o que pode
ser observado pelos valores encontrados no experimento de Sampaio (2006). A
caracterizacdo do acai utilizado neste trabalho indicou um teor de polifendis totais de
5.152 mg de equivalentes de acido galico (EAG) por litro de acai, sendo 1.890 mg de
antocianinas/L de acai.

Existem dados na literatura a respeito dos compostos fendélicos encontrados no
acai. Essas informacdes servem de ponto de partida para a realizacdo deste trabalho,
ja que sdo estes os compostos fendlicos que serdo investigados no plasma, urina e

fezes humanos. As Tabelas 1 e 2 apresentam a composicdo em compostos fendlicos

2 ROGEZ, H.; PENA, R.S. Olhares cruzados sobre o acai (inédito).
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do acai, bem como a concentracdo dos mesmos, segundo Pacheco-Palencia e

colaboradores (2007) e Schauss e colaboradores (2006).

Tabela 1. Composicdo e concentracdo dos compostos fendlicos da polpa fresca do

acai.

Composto fendlico

Concentracdo (mg/L de polpa fresc

a)

Acido protocatechuico
Acido p-hidroxi benzéico
(+)-catequina
Acido vanilico
(-)-epicatequina
Procianidina-1
Acido p-coumarico
Procianidina-2
Acido ferrtlico
Polimero procianidina-1
Polimero procianidina-2
Cianidina-3-rutinosideo
Cianidina-3-glicosideo

1,06 £0,108
1,51+0,112
9,70 £ 0,579
2,97 £0,840
3,14 +0,761
6,42 + 0,804
1,62 £ 0,157
55,7 +2,25
2,13+0,139
9,98 + 0,901
6,63+1,19
202,3 £5,77
75,1+4,76

Fonte: PACHECO-PALENCIA e colaboradores (2007).

Com base nas informacfOes da Tabela 1, pode-se afirmar que a cianidina-3-

rutinosideo (C3R) € o composto encontrado em maior concentracdo, sendo ele

pertencente ao grupo das antocianinas. A cianidina-3-glicosideo (C3G) é o segundo

composto em maior quantidade apds a C3R. Dentre os flavanodis, a (+)-catequina

aparece em quantidade aproximadamente trés vezes superior a (-)-epicatequina.

Tabela 2. Identificacdo e quantificagdo das antocianinas e outros flavondides de acai

liofilizado.

Composto fendlico

Concentracéo (mg/g peso seco)

Cianidina-3-sambubiosideo 0,04
Cianidina-3- glicosideo 1,17
Cianidina -3-rutinosideo 1,93
Peonidina-3-glicosideo 0,02
Peonidin-3-rutinosideo 0,04
Homoorientina *
Orientina *
Taxifolina deoxihexose *
Isovitexina *
Escoparina *

Fonte: SCHAUSS e colaboradores (2006).

*N&o disponivel
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A Tabela 2 mostra somente a concentracdo dos compostos pertencentes ao
grupo das antocianinas, havendo predominéancia de C3R, sendo a C3G a segunda
antocianina encontrada em maior quantidade, conforme foi observado na Tabela 1.

Em um outro estudo realizado por Pacheco-Palencia e colaboradores (2009),
foram encontrados valores de 947 = 29,0 mg/Kg de frutos, 1.256 + 38,1 mg/Kg de frutos
e 440 + 3,1 mg/Kg de frutos para C3G, C3R e peonidina-3-rutinosideo,
respectivamente, confirmando ser a C3R a antocianina mais abundante nos frutos do
acaizeiro.

Porém, vale ressaltar que grande parte desses estudos com acai utiliza ndo a
polpa do fruto pura, e sim misturada com outras matérias, como por exemplo o guarana.

Todas as caracteristicas na composi¢cdo destes fazem com que o acai seja

considerado um fruto altamente nutritivo.

2.2. ANTIOXIDANTES
2.2.1. Definicado

Em sistemas biolégicos, um antioxidante pode ser definido como qualquer
substancia que, quando presente em baixas concentragcdes comparadas com aquelas
de um substrato oxidavel, atrasa significativamente ou previne a oxidacdo daquele
substrato (HALLIWELL et al., 1995).

2.2.2. Mecanismos de acao

Os antioxidantes sao de natureza variada, portanto os mecanismos de acao sao
igualmente diversos:

» Captura do oxigénio simpleto: 0 oxigénio simpleto pode iniciar as reacdes de
degradacdo oxidativa e radicalar em presenca de moléculas saturadas, em
particular lipideos (FRANKEL; MEYER, 2000). Os capturadores de oxigénio
simpleto sdo aqueles que possuem estrutura rica em elétrons, tais que as duplas
ligacdes podem reagir com 0 oxigénio simpleto, neutralizando-o. O 3-caroteno, 0
acido ascorbico ou ainda os flavonoides podem agir desta forma (HALLIWELL et
al., 1995).
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Inibicdo da acdo de enzimas oxidantes: a atividade de certas enzimas pode
gerar espécies iniciadoras de reacgfes radicalares, como é o caso da xantina
oxidase (FRANKEL; MEYER, 2000). Dentre os diferentes antioxidantes que
podem agir dessa maneira, destacam-se os flavonoides (flavonas), o diéxido de
enxofre, a fenilhidrazina e a cisteina.

Enzimas antioxidantes: essas enzimas sdao um dos numerosos meios de
protecdo dos seres vivos perante as espécies quimicas reativas. Elas
reconhecem especificamente as biomoléculas degradadas (DNA e proteinas), as
eliminam e substituem (HALLIWELL, 1994). Algumas neutralizam diretamente os
iniciadores de reac0Oes radicalares, seja diminuindo as espécies radicalares, seja
reciclando os antioxidantes. Dentre essas enzimas, destacam-se a superoxido
dismutase, a catalase, a glutationa peroxidase e a redutase.

Quelacdo de ions metalicos : na sua forma mais oxidada, o cobre e o ferro
podem tornar-se iniciadores importantes de reacdes radicalares. Os queladores
de ions metélicos podem indisponibilizd-los na forma de complexos
organometélicos (ALHO; LEINONEN, 1999). Os flavondides, por exemplo, que
apresentam um nucleo B substituido por dois grupamentos hidroxilas em posigao
orto, sdo muito eficazes como queladores (COOK; SAMMAN, 1996; RICE-
EVANS, 1997). Outros compostos como as antocianinas e o acido citrico sao
capazes de complexar o ferro ou o cobre (HALLIWELL, 1994).

Captura de radicais livres : a familia mais importante de antioxidantes & aquela
gue agrupa as moléculas capazes de doar um atomo de hidrogénio a uma
espécie radicalar (HALLIWELL, et al., 1995; ALHO; LEINONEN, 1999).

2.2.3. Compostos fendlicos e a atividade antioxidan  te

Em circunstancias normais, existe um grande numero de antioxidantes,

sintetizados pelas células ou ingeridos através da alimentagédo, os quais formam uma
defesa natural contra os danos induzidos pelas espécies reativas do oxigénio (ALHO;
LEINONEN, 1999; FRANKEL; MEYER, 2000).

O termo “espécies reativas do oxigénio” (Reactive Oxygen Species) denomina o

conjunto de espécies particularmente reduzidas, formadas a partir do oxigénio
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molecular diatémico (O,), como os radicais superéxido (O,"), hidroxila (OH"), alcoxila
(RO) e peroxila (RO;"), além de espécies nado radicalares derivadas do oxigénio, como
o peréxido de hidrogénio (H,0O.), o oxigénio simpleto (*O,), o &cido hipocloroso (HOCI) e
0 0zobnio. Eles sédo constantemente formados no corpo humano e estdo envolvidos na
patologia de numerosas doengas (PINCEMAIL et al., 2002). Os radicais livres (como
por exemplo, superoxido, 6xido nitrico e radicais hidroxila) também sdo compostos que
causam danos ao organismo e sao produzidos como resultado do metabolismo
aerdbico (FANG et al., 2002).

O organismo humano é munido de antioxidantes naturais, 0s quais previnem a
formacdo descontrolada de radicais livres e espécies reativas do oxigénio, ou inibem
suas reacbes com as estruturas biologicas (CHAUDIERE; FERRARI-ILIOU, 1999).
Existem ainda os antioxidantes naturais dietéticos, os quais incluem as vitaminas A, C e
E, os carotenoides, os flavonodides e os compostos fendlicos (ESPOSITO et al., 2002).

A atividade quimica dos compostos fendlicos, em termos das suas propriedades
redutoras como doador de elétrons, prediz seu potencial de acdo como capturador de
radicais livres. Os flavondides possuem uma estrutura (Figura 4) ideal para promover a
captura de radicais livres. Os arranjos estruturais que concedem maior atividade
antioxidante sao (RICE-EVANS et al., 1997):

Figura 4. Formula quimica dos flavonoides.

« O agrupamento orto 3',4-dihidroxi no anel B (por exemplo, na catequina,

luteolina e quercetina);
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* Os arranjos meta 5,7-dihidroxi no anel A (por exemplo, no kampferol, apigenina e
crisina);

* A dupla ligagédo 2,3 em combinacdo com ambos os grupos 4-ceto e 3-hidroxi no
anel C, para a deslocalizacdo do elétron, desde que a estrutura o-dihidroxi no
anel B esteja presente;

» Para a quelacao de metais, dois pontos de ligacdo entre os ions metalicos de
transicdo as moléculas de flavonodides sé&o os grupos o-difendlicos nas posicoes
3',4'-dihidroxi no anel B e as estruturas 4-ceto e 5-hidroxi no anel C dos

flavonodides.

A glicosilacdo € uma caracteristica que influencia a atividade antioxidante dos
flavonoides. Estudos demonstram que as agliconas sao antioxidantes mais potentes
gue seus respectivos glicosideos (HEIM et al., 2002).

Além da caracteristica de antioxidantes, os compostos fendlicos também sédo
capazes de exercer outros efeitos bioldgicos no organismo humano, sendo estes

descritos no item 2.5.2.

2.2.4. Medidas da atividade antioxidante

Apesar de haverem muitos métodos de medida da capacidade antioxidante,
nenhum reflete verdadeiramente a capacidade antioxidante total de uma amostra
particular. A capacidade antioxidante total precisa refletir tanto a capacidade hidrofilica,
quanto lipofilica e para a atividade fisiolégica necessita refletir e diferenciar a
transferéncia de elétrons e a transferéncia de atomos de hidrogénio. Além disso, para
elucidar completamente o perfil da capacidade antioxidante sdo necessarios testes que
avaliam a eficiéncia contra varias espécies reativas do oxigénio/nitrogénio (PRIOR et
al., 2005).

Tendo em vista estes fatores, Prior e colaboradores (2005) propuseram 3
meétodos (ORAC, Folin-Ciocalteu e TEAC) que deveriam ser padronizados para uso
rotineiro no controle de qualidade e medida da capacidade antioxidante de suplementos

dietéticos e nutracéuticos.
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Uma maneira de se analisar a atividade antioxidante é avaliando diretamente a
producéo de radicais livres e sua inibicdo pelos antioxidantes (ROBARDS et al., 1999).

As caracteristicas essenciais de todos os testes sdo: um substrato adaptado, um
iniciador de oxidacéo (indutor) e uma medida apropriada do ponto final da reacdo. As
combinacbes de substratos, iniciadores e ponto final sdo numerosas (ROBARDS,
1999).

Os métodos podem ser baseados na transferéncia de elétrons ou de atomos de
hidrogénio. Os métodos baseados na transferéncia de elétrons medem a habilidade de
reducdo de um substrato (antioxidante) e os métodos baseados na transferéncia do
atomo de hidrogénio medem a habilidade do substrato em doar hidrogénio
(MacDONALD-WICKS et al., 2006).

Nos itens a seguir, serdo detalhados os métodos utilizados no presente trabalho

para determinar a capacidade antioxidante.
2.2.4.1. Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazil)

Inicialmente, acreditava-se que o método DPPH era uma reacao de transferéncia
de hidrogénio, porém, um trabalho de Foti e colaboradores (2004) sugere que é, na
verdade, uma transferéncia de elétrons. Entretanto, ainda restam ddvidas a respeito do
mecanismo envolvido neste método. A transferéncia de elétrons inicial ocorre muito
rapidamente, e a subsequente transferéncia de hidrogénio ocorre mais lentamente e
depende da aceitacdo do solvente em realizar ligagdo de hidrogénio.

O método baseia-se na facilidade com que a forma radicalar recebe um elétron
(e um atomo de hidrogénio) retirado de um substrato (PRAKASH, 2001). A quantidade
de DPPH’ removida do meio, acompanhada pela diminuicdo na absorbancia da solucédo
do radical, & proporcional a atividade “sequestradora” da amostra, sendo possivel,
portanto, assumir que a inibicdo de DPPH’ é equivalente a atividade antioxidante das
substancias presentes na amostra (ESPIN et al., 2000). Essa inibicio pode ser
comparada ao trolox (o equivalente hidrossolivel a vitamina E) e a atividade
antioxidante expressa em pmol de equivalente trolox (ET). A descoloracao resultante é

monitorada a 515 nm por espectrofotometria (PRIOR et al., 2005).
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Sanchez-Moreno (2002) afirma que este método ndo é adequado para a medida
da capacidade antioxidante do plasma, jA& que as proteinas nele encontradas sao

precipitadas na presenca dos solventes etanol/metanol usados.

2.2.4.2. Método TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)

O principio deste método baseia-se no seqiiestro do radical ABTS™ (acido 2'-
azinobis (3-etilbenzeno-tiazolina-6-sulfénico)) azul-esverdeado, relativamente estavel,
pelo antioxidante, convertendo-o num produto incolor. O radical sofre uma reducéo por
transferéncia de elétrons ou atomo de hidrogénio. O grau de descoloracdo reflete a
cinética de diminuigdo da concentracdo do radical ABTS™, podendo ser caracterizado
por um maximo de absorbancia a 415, 645, 734 e 815 nm. Dentre eles, 415 e 734 nm
sdo adotados para o acompanhamento espectrofotométrico da reacdo (PRIOR et al.,
2005).

O radical ABTS™ é gerado via reacdo de oxidagdo do ABTS com o persulfato de
potassio (RE et al., 1999). O valor TEAC ¢é determinado pela comparagao a capacidade
de captura do antioxidante trolox, em um tempo fixo (PRIOR et al., 2005).

A extensdo da descoloragdo como porcentagem de inibicdo do ABTS™ é
determinada como uma funcdo da concentracéo e do tempo e calculada em relacdo ao
padréo trolox (MacDONALD-WICKS et al., 2006).

O método foi criticado pelo fato de que o ABTS ndo € uma fonte fisiologica de
radicais, podendo, entdo, ndo representar fielmente os efeitos in vivo. Apesar dessas
preocupacdes, o método TEAC apresentou relevancia clinica, sendo sensivel a danos
oxidativos (PRIOR et al., 2005).

2.2.4.3. Método ORAC (Oxygen Radical absorbance Capacity)

Este método foi desenvolvido por Cao e colaboradores (1993) e é baseado na
medida dos danos causados pelos radicais livres a uma prova fluorescente, por meio da
mudanca na intensidade da sua fluorescéncia. A inibicdo desses danos por um
antioxidante, visualizada através da protecdo contra a mudanga na prova fluorescente,
€ uma medida da sua capacidade antioxidante contra o radical livre (CAO et al., 1993;
OU et al., 2001; HUANG et al., 2002).
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Na metodologia ORAC, diferentes geradores podem ser usados para produzir
diferentes radicais, como por exemplo, o radical peroxila (ROO), o radical hidroxila
(OH") ou o metal de transicdo Cu?®'. Entretanto, o método adota 0 ROO’ como radical
padrdo, ja que este é 0 mais comum nos sistemas bioldgicos. Inicialmente, a proteina
alvo era a B-ficoeritrina (B-PE), cuja perda da fluorescéncia era um indicador da
extensdo dos danos causados pela sua reacdo com o radical peroxila (CAO et al.,
1993; OU et al.,, 2001). Entretanto adotou-se uma nova substancia fluorescente
(fluoresceina) em substituicdo a B-PE, como prova, pois esta Ultima interagiu com
compostos fendlicos, resultando em perda da fluorescéncia, mesmo sem a adi¢cdo do
gerador de radicais (OU et al., 2001).

O método ORAC mede a capacidade do plasma/soro de inibir as oxidacfes
induzidas pelo radical peroxila (CAO et al., 1993). Ele é baseado na transferéncia do
atomo de hidrogénio e apresenta a vantagem de poder ser adaptado para detectar
antioxidantes hidrofilicos e lipofilicos (PRIOR et al., 2005).

A metodologia se baseia na medida da diminuicdo da concentracdo de um
substrato oxidavel, a fluoresceina, ao longo do tempo por fluorescéncia. O AAPH (2,2-
azinobis (-amidinopropano) dihidrocloreto) é o sistema gerador de radicais livres que se
decompde termicamente (a andlise é feita a 37°C). Emprega-se como padrao o trolox.

2.2.4.4. Método dos Polifendis Totais usando o reagente de Folin-Ciocalteu

Este método era originalmente voltado para analisar proteina, gracas a presenca
do grupo fenol da tirosina. Singleton e colaboradores (1999) ampliaram o método para
medir os fenois totais em vinho.

O reagente de Folin-Ciocalteu (RFC) ndo é especifico para compostos fendlicos,
ja que pode ser reduzido por varios compostos nado-fendlicos. Os compostos fendlicos
podem reagir com o RFC somente sob condi¢cbes basicas, onde a dissociacdo do
préton fendlico leva a formacgédo de um anion fenolato, o qual € capaz de reduzir o RFC.
Entdo, o método é baseado em uma reacdo de transferéncia de elétrons (BECKER et
al., 2004). E um método simples, reprodutivel e conveniente e tem sido utilizado em
estudos de antioxidantes fendlicos (MacDONALD-WICKS et al., 2006).
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2.3. PROCESSOS DIGESTIVO E ABSORTIVO

A partir deste ponto seré feita uma revisdo da digestdo e absorcdo aplicada aos
macronutrientes. Em seguida, serd feita uma abordagem acerca dos compostos
fendlicos (item 2.5), dando énfase no que diz respeito aos efeitos bioldgicos,

biodisponibilidade e metabolismo, com destaque especial as antocianinas (item 2.5.5).

Os papéis primarios do trato gastrointestinal (Figura 5) s&o: 1. extrair
macronutrientes (proteina, carboidrato e lipideo), &gua e etanol dos alimentos e bebidas
ingeridos; 2. absorver micronutrientes e oligoelementos necessérios; 3. servir como
uma barreira fisica e imunolégica aos microrganismos, material estranho e antigenos
potenciais consumidos com os alimentos ou formados durante a passagem dos
alimentos pelo trato gastrointestinal. Além de seus papéis primarios, o trato
gastrointestinal participa de muitas outras funcdes reguladoras e metabdlicas que
afetam todo o corpo (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2002).

O processo digestivo tem inicio na boca, onde o tamanho da particula dos
alimentos é reduzido pela mastigacdo, e os alimentos sdo misturados com secrecdes
salivares que os preparam para degluticdo. O es6fago transporta alimentos e bebidas
da cavidade oral e faringe para o estdbmago. No estdbmago, os alimentos sdo diluidos
com mais fluidos e misturados com enzimas proteoliticas. Até este ponto, ocorreu
pouca digestdo de amido e lipideos e comeca a digestdo de proteinas (MAHAN;
ESCOTT-STUMP, 2002).
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Figura 5. Sistema digestivo.
Fonte: MAHAN; ESCOTT-STUMP (2002).

Quando os alimentos estdo na consisténcia e concentracdo apropriadas, o
estdbmago permite a passagem do seu conteludo ao intestino delgado, onde ocorre a
maior parte da digestdo. Nos primeiros 100 cm do intestino delgado ocorre uma
agitacdo de atividade, resultando na digestdo e absor¢cdo da maioria dos géneros
alimenticios ingeridos (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2002).

No duodeno, o quimo entra em contato com as enzimas digestivas pancreaticas
e a acidez gastrica € neutralizada pelo bicarbonato (secretado pelas células do ducto
pancreético e as glandulas de Brunner do duodeno), antes de entrar em contato com a
superficie de absorcdo do jejuno. As secrecdes alcalinas pancreaticas que contém as
enzimas digestivas sdo liberadas no duodeno em antecipacdo ao quimo acido,
provendo um pH Otimo para que ocorram 0S processos enzimaticos de digestao
(JACKSON; MCLAUGHLIN, 2006).

Os amidos sao expostos a enzimas do pancreas e reduzidos a aglcares simples.
As microvilosidades do intestino delgado também s&o capazes de finalizar a hidrolise
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das dextrinas e dos dissacarideos como a sacarose e a maltose. As enzimas do
pancreas e da borda em escova do intestino delgado completam a digestdo das
proteinas, convertendo-as em peptideos e aminoacidos. As gorduras sdo reduzidas de
goticulas visiveis a emulsGes microscopicas, as quais podem ser atacadas pelas
lipases do pancreas e serem reduzidas a mistura de moléculas menores, primariamente
acidos graxos e monoglicerideos (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2002).

De modo geral, a quimica da digestdo € simples, visto que nos trés principais
tipos de alimento (carboidratos, proteinas e lipideos) atua o mesmo processo béasico de
hidrélise (GUYTON; HALL, 2002).

2.3.1. Carboidratos digestiveis e fibras

7

A maioria dos carboidratos da dieta € consumida na forma de amidos,
dissacarideos e monossacarideos. Quando o alimento é mastigado, ele € misturado
com a saliva, que contém a enzima ptialina (a-amilase) que atua em pH neutro ou
levemente alcalino. Essa enzima hidrolisa o amido em moléculas menores (MAHAN;
ESCOTT-STUMP, 2002). Entretanto, o alimento permanece na boca por pouco tempo,
e, provavelmente, ndo mais que 5% de todos os amidos ingeridos passam por hidrélise
no momento em que o alimento é deglutido (GUYTON; HALL, 2002).

Quando o alimento alcanca o estdbmago, a atividade da amilase salivar &
bloqueada pelo &cido das secre¢des gastricas, pois a enzima € inativa quando o pH do
meio € inferior a 4,0. A digestdo dos carboidratos ocorre quase toda no intestino
delgado proximal (GUYTON; HALL, 2002).

No duodeno, a amilase pancreéatica decompde as moléculas grandes de amido
nas ligacdes 1-4 alfa para criar maltose, maltotriose e dextrina (MAHAN; ESCOTT-
STUMP, 2002). Os enterdcitos que revestem as vilosidades do intestino delgado
contém as enzimas lactase, sacarase, maltase e a-dextrinase, que tém a capacidade
de clivar a lactose, sacarose, maltose e isomaltose, bem como outros pequenos
polimeros da glicose, em seus monossacarideos constituintes (glicose, galactose e
frutose) (GUYTON; HALL, 2002).

Uma vez no intestino, a glicose € acumulada nas ceélulas do epitélio intestinal
pelo co-transporte dependente de Na®, usando o gradiente estabelecido pela ATPase
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Na® K* da membrana plasmatica. A superficie apical das células do epitélio intestinal é
coberta com microvilosidades, longas e finas projecdes da membrana plasmatica, que
aumentam a area da superficie exposta do conteudo intestinal, conforme pode ser
observado na Figura 6 (NELSON; COX, 2002).

Superficie apical Superficie basal

Liamen
intestinal

Micro-
vilosidades

2Na' @@

Glicose

O co-trans- O transportador
portador tnico da glicose
Na" glicose GluT2 (facilita o
(direcionado pela efluxo a favor do
alta [Na"] extracelular) gradiente)

Figura 6. Transporte da glicose nas células epiteliais do intestino.
Fonte: NELSON; COX (2002).

Os co-transportadores Na* e a glicose na membrana plasmaética apical captam
glicose do intestino em um processo direcionado pelo fluxo de Na®, a favor do
gradiente:

2Na+fora + g"cosefora > 2Na+dentro + glicosedentro

A energia requerida para este processo vem de duas fontes: a maior
concentracdo de Na* do lado de fora do que de dentro e o potencial transmembrana,
que € negativo internamente e, portanto, puxa o Na' para dentro (NELSON; COX,
2002).

O transportador duplo pode bombear glicose para dentro da célula epitelial até
que sua concentracdo seja 30.000 vezes aquela do intestino. A medida que a glicose é

bombeada do intestino para dentro da célula epitelial na superficie apical, ela é
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simultaneamente transportada da célula para o sangue pelo transporte passivo por
meio de um transportador de glicose (GluT2) na superficie basal. O papel crucial do Na*
em sistemas de co-transporte e contratransporte, como esses, requer o bombeamento
continuo do Na* para fora, para manter o gradiente transmembrana de Na® (NELSON;
COX, 2002).

A galactose € transportada, quase exatamente, pelo mesmo mecanismo da
glicose. Por outro lado, o transporte da frutose ocorre por difuséo facilitada através do
epitélio intestinal, sem ser acoplada ao transporte de sédio (GUYTON; HALL, 2002).

Os monossacarideos passam através dos enterécitos intestinais e deixam a
célula basolateral para alcancar a corrente sanguinea via transportador GluT2 (mesmo
transportador para os trés monossacarideos) (JACKSON; McLAUGHLIN, 2006).

Apoés a entrada dos monossacarideos na corrente sanguinea, estes sdo levados
pela veia porta até o figado. A glicose € transportada do figado para os tecidos, embora
alguma glicose seja armazenada no figado e musculos como glicogénio (MAHAN;
ESCOTT-STUMP, 2002).

Algumas formas de carboidrato ndo podem ser digeridas pelos seres humanos. A
celulose, hemiceluloses, pectinas, gomas e outras formas de fibras passam
relativamente inalteradas para o célon, onde sdo parcialmente fermentadas pelas
bactérias em &cidos graxos de cadeia curta e gases. Nem a amilase salivar nem a
pancredtica possuem a capacidade de quebrar as ligacdes beta dessas fibras (MAHAN;
ESCOTT-STUMP, 2002).

Sabe-se que o consumo de fibras na alimentacdo dos seres humanos contribui
com alguns efeitos fisioldgicos, que podem trazer certos beneficios. Entre estes: retardo
no esvaziamento gastrico; retardo na absorcdo do intestino delgado; aceleracdo do
transito colénoco e aumento do volume fecal. Estes efeitos se devem a algumas
propriedades das estruturas das fibras (ANGELIS, 2001).

As fibras sollveis, no intestino, formam solugdes viscosas criando dificuldades
fisicas de motilidade das moléculas, reduzindo a absor¢cdo (ANGELIS, 2001).

Ainda estas fibras soluveis produzem gases quando fermentadas por bactérias,
sendo que estes gases provocam distensdo da parede do intestino grosso, aumentando

a propulséo do contetdo coldnico (ANGELIS, 2001).
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Ja as fibras insoluveis sdo parcialmente fermentaveis e agem como sodlidos

indigeriveis com efeito no transito colénico e na excrecéo fecal (ANGELIS, 2001).

2.3.2. Proteinas

A digestdo das proteinas comeca no estdmago, onde as proteases inativas
(pepsinogénio) produzidas pelas células gastricas sdo convertidas em pepsinas ativas
devido ao ambiente de baixo pH estomacal. As pepsinas hidrolisam as proteinas e
polipeptideos em aminoacidos e pequenos peptideos (JACKSON; McLAUGHLIN,
2006).

A digestdo da maior parte das proteinas ocorre na por¢cao superior do intestino
delgado, no duodeno e no jejuno, sob influéncia de enzimas proteoliticas da secrecéo
pancreética (GUYTON; HALL, 2002). O contato do quimo com a mucosa intestinal
estimula a liberagcdo da enteroquinase, uma enzima que transforma o tripsinogénio
pancredtico inativo em tripsina ativa, que por sua vez ativa as outras enzimas
proteoliticas pancreéticas. A tripsina, quimiotripsina e carboxipolipeptidase pancreaticas
decompdem a proteina intacta e continuam a decomposicao iniciada no estbmago até
gue se formem pequenos polipeptideos e aminoacidos (MAHAN; ESCOTT-STUMP,
2002).

A Ultima etapa da digestdo das proteinas no lumen intestinal € efetuada pelos
enterdcitos que revestem as vilosidades do intestino delgado. Essas células tém borda
em escova, que consiste em centenas de microvilosidades que se projetam a partir da
superficie de cada célula. Na membrana de cada uma dessas vilosidades encontram-se
peptidases proteoliticas que atuam sobre os polipeptideos, transformando-os em
aminoacidos, dipeptideos e tripeptideos. A fase final da digestao de proteinas ocorre na
borda em escova, onde os dipeptideos e tripeptideos sdo hidrolisados em seus
aminoacidos constituintes pelas hidrolases peptidicas (GUYTON; HALL, 2002).

O transporte de aminoacidos é controlado pelo mecanismo de co-transporte de
sodio (ou transporte ativo secundéario de aminoacidos ou peptideos). As moléculas de
peptideos ou aminoacidos ligam-se a uma proteina transportadora especifica na
membrana das microvilosidades da célula. Essa proteina requer a ligacdo do sédio para

gue o transporte possa ocorrer. Apos a sua ligacdo, o ion sddio move-se a favor do seu
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gradiente eletroquimico para o interior da célula, arrastando consigo o aminoécido ou
peptideo. Alguns aminoacidos ndo necessitam desse mecanismo de co-transporte do
sbédio, sendo transportados por proteinas transportadoras especiais da membrana
(transporte passivo) (GUYTON; HALL, 2002).

Os peptideos e aminoacidos absorvidos séo transportados ao figado através da
veia porta, para a liberagao na circulagao geral (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2002).

2.3.3. Lipideos

A digestao dos lipideos comeca na boca pela acdo da lipase lingual, porém
ocorre pouca digestdo dos lipideos antes deles se emulsificarem com os sais biliares no
duodeno. No estbmago ocorre a secre¢do da lipase gastrica, mas sua contribuicao para
a digestéo dos lipideos € também pequena (JACKSON; McLAUGHLIN, 2006). A lipase
gastrica hidrolisa parte dos triglicerideos, especialmente os de cadeia curta, em acidos
graxos e glicerol (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2002).

As lipases sdo enzimas hidrossoluveis que podem agir somente na superficie
dos globulos de gordura. A formacéo de glébulos de gorduras maiores impede 0 acesso
completo da lipase ao seu substrato até que ocorra a emulsificacdo com os sais biliares
(JACKSON; MCLAUGHLIN, 2006).

A entrada da gordura no intestino delgado estimula a liberacdo da
colecistocinina, que atua para inibir a motilidade intestinal, tornando mais lenta a
liberacdo de lipideos. Como resultado, uma porcdo de refeicdo muito gordurosa pode
permanecer no estdmago por até 4h ou mais. A presenca de gordura no intestino
delgado também estimula a secrecao de acidos biliares pela vesicula biliar e a liberacdo
de suco pancreatico (GIBNEY et al., 2005).

A acdo peristéltica do intestino delgado decompde os globulos grandes de
gordura em particulas menores e a acao de emulsificacdo da bile as mantém separadas
e, dessa forma, mais acessiveis a digestdo pela lipase pancreatica. A bile € uma
secrecdo do figado composta de acidos biliares, pigmentos biliares (que d&o cor as
fezes), sais inorganicos, algumas proteinas, colesterol, lecitina e muitos compostos que
sdo metabolizados e secretados pelo figado (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2002).
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A lipase pancreatica € a principal enzima envolvida na digestdo dos
triglicerideos, responséavel por mais de 70% da hidrdlise, embora as lipases lingual e
gastrica tenham suas atividades restritas ao intestino delgado, agindo assim,
sinergicamente (JACKSON; McLAUGHLIN, 2006).

Acidos graxos livres e monoglicerideos produzidos pela digestdo formam
complexos com os sais biliares chamados micelas. Cada molécula de sal biliar €
composta por um nucleo esterol. Os nucleos esteréis das moléculas de sais biliares das
micelas agregam-se e englobam os produtos da digestdo das gorduras, formando um
pequeno glébulo de gordura no meio da micela, com os grupos polares dos sais biliares
projetados para fora, recobrindo a superficie da micela. Como tém cargas negativas,
esses grupos polares permitem que todo o glébulo da micela se dissolva na agua dos
liquidos digestivos e permaneca em solucdo estavel até a absorcdo da gordura, a
despeito do grande tamanho da micela (GUYTON; HALL, 2002).

As micelas de sais biliares também atuam como meio de transporte para o0s
monoglicerideos e acidos graxos livres até a superficie das microvilosidades da borda
em escova das ceélulas epiteliais intestinais (Figura 7), visto que, de outro modo, ambos
seriam relativamente insollveis. Nesse local, tanto 0os monoglicerideos quanto o0s
acidos graxos tém difusdo imediata através da micela e, a seguir, da membrana das
microvilosidades para o interior da célula; essa difusdo é possivel uma vez que esses
lipideos também séo solGveis na membrana das células epiteliais (GUYTON; HALL,
2002).
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Figura 7. Resumo do mecanismo de absorcao dos lipideos no organismo humano.
Fonte: MAHAN; ESCOTT-STUMP (2002).

Os sais biliares sédo reabsorvidos, predominantemente, no ileo terminal e

retornam para o figado (recirculacdo éntero-hepatica) para entrar no intestino através
da vesicula biliar (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2002).
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Os &cidos graxos difundem para o citoplasma do enterdcito para serem utilizados
na formagdo de novos triglicerideos. Os triglicerideos, juntamente com o colesterol e
fosfolipideos, sdo circundados por uma cobertura de apolipoproteinas, formando os
quilomicrons, os quais deixam as células por um mecanismo de exocitose. Assim como
na bile, a apolipoproteina anfipatica solubiliza os quilimicrons, porém seu tamanho os
impede de alcancar os capilares, entdo eles chegam a circulagéo via vasos linfaticos
(JACKSON; MCLAUGHLIN, 2006).

Os quilomicrons séo transportados pelos vasos linfaticos até o ducto toracico e
esvaziados na corrente sanguinea, na juncdo das veias jugular interna esquerda e
subclavia esquerda. Eles sdo entédo levados para o figado, onde os triglicerideos séo
reagrupados em lipoproteinas e transportados especialmente para o tecido adiposo,
para metabolismo e armazenamento. O colesterol é absorvido de modo similar, apos
ser hidrolisado na forma de éster pela esterase colesterol pancreatica (MAHAN;
ESCOTT-STUMP, 2002).

Lipideos de cadeia curta sdo solGveis sem a apolipoproteina e sdo exportados
para o figado diretamente nos capilares (JACKSON; McLAUGHLIN, 2006).

2.4, ABSORCAO NO INTESTINO GROSSO: FORMACAO DAS FEZES

O intestino grosso € o local de absorcdo de agua, sais minerais e vitaminas
sintetizadas naquele 6rgdo por agédo bacteriana. Ele mede aproximadamente 1,5m de
comprimento e consiste de ceco, célon e reto (MAHAN; ESCOTT-STUMP, 2002).

Em condi¢des normais, cerca de 1,5 L de quimo passam diariamente através da
valvula ileocecal para o intestino grosso. A maior parte da dgua e dos eletrélitos no
guimo sofre absorcdo no célon, deixando menos de 100 mL de 4gua nas fezes. Além
disso, praticamente todos os ions sdo absorvidos, com perda nas fezes de, apenas, 1 a
5 miliequivalentes de ions sodio e cloreto (GUYTON; HALL, 2002).

A maior parte da absorg&o no intestino grosso ocorre na membrana proximal do
célon, razdo pela qual essa regido € denominada célon absortivo, enquanto o célon
distal atua principalmente para armazenamento, sendo denominado coélon de
armazenamento (GUYTON; HALL, 2002).
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2.4.1. Absorcao e secrecgdo de eletrélitos e de agua

A mucosa do intestino grosso tem alta capacidade de absor¢éo ativa de sodio, e
o gradiente de potencial elétrico criado pela absorcdo do sédio determina, também, a
absorcéo de cloreto (GUYTON; HALL, 2002).

As juncles fechadas existentes entre as células epiteliais do epitélio do intestino
grosso sdo muito mais fechadas do que as do intestino delgado. Essa caracteristica
impede a difusdo retrégrada de quantidade significativa de ions através dessas jungoes,
permitindo uma absor¢cdo muito mais completa de ions sddio pela mucosa do intestino
grosso — isto é, contra um gradiente de concentracdo muito mais alto — do que a que
pode ocorrer no intestino delgado (GUYTON; HALL, 2002).

Além disso, como na porcao distal do intestino delgado, a mucosa do intestino
grosso secreta ions bicarbonato, enquanto absorve, simultaneamente, nimero igual de
ions cloreto. O bicarbonato ajuda a neutralizar os produtos finais acidos da acgao
bacteriana no intestino grosso (GUYTON; HALL, 2002).

A absorcdo de ions sodio e cloreto cria um gradiente osmoético através da
mucosa do intestino grosso o que, por sua vez, determina a absorcdo de éagua
(GUYTON; HALL, 2002).

2.4.2. Composicao das fezes

Em condi¢cbes normais, as fezes consistem de cerca de trés quartos de agua e
um quarto de substancias sdlidas, constituidas por cerca de 30% de bactérias mortas,
10 a 20% de gordura, 10 a 20% de matéria inorganica, 2 a 3% de proteina e 30% de
residuos nao-digeridos e constituintes secos do suco digestivo, como pigmentos biliares
e células epiteliais descamadas (GUYTON; HALL, 2002). O peso normal das fezes esta
na faixa de 100 a 200g e o tempo que se leva do momento em que o alimento é
ingerido ao momento de expulsdo das fezes varia de 18 a 72h (MAHAN; ESCOTT-
STUMP, 2002).

A cor marrom das fezes é produzida pela estercobilina e pela urobilina, que séo
derivados da bilirrubina, o qual é uma via de excre¢cdo dos grupos hémicos do
organismo humano. O odor é devido, principalmente, aos produtos da acao bacteriana,

gue variam de individuo para individuo, dependendo da flora bacteriana colonica e do
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tipo de alimento ingerido. Os produtos odoriferos incluem indol, escatol, mercaptanos e
sulfeto de hidrogénio (GUYTON; HALL, 2002).

2.5. 0S COMPOSTOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos, também chamados de polifendis, constituem o grupo de
moléculas maior e mais disseminado do reino vegetal. Eles compreendem uma das
mais amplas categorias de fitoquimicos e constituem parte integral da dieta humana,
sendo responsaveis pelas principais caracteristicas sensoriais de alimentos e bebidas
preparados a partir de plantas, em particular, propriedades relacionadas a cor e ao
sabor (ANDERSEN; MARKHAM, 2006).

Vérios estudos apontam os efeitos benéficos dos antioxidantes, em particular os
compostos fendlicos, sobre a saude humana, sensibilizando gradativamente o
consumidor sobre sua importancia nutricional (ANDERSEN; MARKHAM, 2006). Os
compostos fendlicos dietéticos incluem os acidos fendlicos, flavondides, polimeros
fendlicos (taninos), lignanas e ligninas (PACKER; CADENAS, 2001), os quais serdo
mais bem detalhados nos itens a seguir.

2.5.1. Classificagcéo

2.5.1.1. Acidos fendlicos

Os acidos fendlicos formam um grupo muito diversificado compreendendo os
derivados dos acidos benzoico e cinamico. Este grupo inclui aqueles compostos que
possuem um Unico anel aromatico, contendo um ou mais grupos hidroxila (um exemplo
comum é o acido caféico) (PACKER; CADENAS, 2001).

2.5.1.2. Os Flavonoides

Os flavondides formam com os isoprendides e alcalbéides, as trés principais
classes de produtos secundarios formados pelas plantas superiores. Seus metabdlitos
sdo especificos de plantas e intervém largamente na sua capacidade de se adaptar a

via sedentaria nos ambientes diversos e inconstantes (SHIRLEY, 1996). As substancias
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pertencentes a este grupo possuem uma estrutura C6-C3-C6 (PACKER; CADENAS,
2001).

O Quadro 2 apresenta as principais subclasses de flavonéides e exemplos dos
principais compostos e fontes alimentares onde eles sdo encontrados. Os flavondides
compreendem também as antocianinas, que sdo as antocianidinas glicosiladas. Elas
formam o grupo mais importante de pigmentos hidrossollveis, responsaveis pelas cores
vermelho, azul e violeta de numerosas frutas, legumes e flores (HARBONE; WILLIAMS,
2001).

Nos itens a seguir, serdo descritas as principais subclasses dos flavonéides.
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Quadro 2. Subclasse dos flavondides monoméricos, seus principais representantes e
exemplos de fontes alimentares.

Fontes
Subclasse Exemplos .
alimentares
Flavanona
Hesperitina 5=7=3'=0OH, 4'=0CH, Tomate, limao
Naringenina 5=7=4'=OH e laranja

Campferol 5=7=4'=0OH
Quercetina 5=7=3'=4'=0H

Maca, brocalis,

chad, uva e

Miricetina  5=7=3'=4'=7=0OH e seus|
) vinho
derivados
Apigenina 5=7=4'=0H
Luteolina 5=7=3'=4'=0OH Maca, liméo
Isovitexina 5=7=4'=0H, 6=glicose
Catequina (2R,3S) 5=7=3'=4'=0OH Cha, semente

Epicatequina (2R,3R) 5=7=3'=4'=0OH

de uva, vinho,

Epigalocatequina (2R,3R) 5=7=3'=4'=5'=OH | maca
Cianidina 5=7=3'=4'=OH ]

- Uva, vinho,
Malvidina 5=7=4=0OH, 3'=5'= OCHj, ) _

o acai, ameixa,
Delfinidina 5=7=3'=4'=5'=0H

o _ morango

Pelargonidina 5=7=4'=0OH e seus derivados
Genisteina 7=4'=0H Soja, feijao,

Daidzeina 5=7=4'=0OH

trevo vermelho

Fonte: SOUZA (2007).
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a) Flavanonas e flavanonois

As flavanonas (também denominadas dihidroflavonas) e os flavanondis séo
caracterizados pela presenca de uma ligagdo C,—C3; saturada e de um atomo de
oxigénio (grupo carbonila) na posicao C,4. Os flavanondis diferem das flavanonas pela
presenca de um grupo hidroxila na posi¢do C; e sao frequentemente denominados 3-
hidroxiflavanonas ou dihidroflavonéis (HARBONE, 1994; SHAHIDI; NACZK, 2004).

b) Flavonois e flavonas

Estes compostos apresentam uma dupla ligacdo entre os carbonos 2 e 3. Os
flavondis possuem um grupo hidroxila na posicdo C; e sdo também chamados 3-
hidroxiflavonas. As flavonas sdo também designadas por 3-desoxiflavonodis. Dentro de
cada classe, os diferentes flavondides podem ser diferenciados pelo ndmero e
distribuicdo de hidroxilas, assim como pelo grau de alquilagdo ou glicosilacdo
(HARBONE, 1994; ROBARDS et al., 1999; SHAHIDI; NACZK, 2004).

Os flavondis mais comuns sdo o campferol, a quercetina, a miricetina e seus
derivados, conforme o apresentado no Quadro 2 (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).

c) Flavandis

Os flavandis sao caracterizados pela presenca de uma ligacdo C,—C3 saturada,
de grupo hidroxila na posicdo C3; e pela auséncia do grupo carbonila na posicdo C4. A
catequina e a epicatequina sdo os principais compostos da subclasse dos flavanais.
Sdo freqluientemente encontrados associados ao &cido galico sob a forma de
epigalocatequina galato ou epicatequina galato. Estdo presentes no cha, no chocolate e
no vinho tinto. Podem se apresentar sob forma de oligdbmeros ou polimeros e sdo entao
chamados taninos condensados (ver item 2.5.1.3 sobre os taninos). Os flavanois séao
também conhecidos pelos nomes de flavanas, flavan-3-6is ou catequinas (HARBONE,
1994; ROBARDS et al., 1999).

d) Antocianidinas e antocianinas

Estes compostos apresentam uma ligacdo C,—C3 saturada e um grupo hidroxila

na posicdo Cz. Assim como nos flavandis, observa-se a auséncia do grupo carbonila na
45



posicdo C,. As antocianinas sdo glicosideos hidrossoluveis de antocianidinas. O
glicosideo mais comum é o 3-glicosideo. Se um segundo acgUcar esta presente, ele se
encontra normalmente na posicdo 5-hidroxila. Existe também a substituicdo nos
carbonos 3,7, a qual € menos comum. As antocianinas também podem ser aciladas.
Neste caso, um &cido organico, normalmente o p-coumarico, acido caféico ou acido
ferrdlico, é esterificado ao acucar (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).

e) Isoflavonas

As isoflavonas sdo as flavonas nas quais o anel fendlico B encontra-se na
posicdo 3, no lugar da posicéo 2 e apresentam um atomo de oxigénio (grupo carbonila)
na posicao C,. Elas estdo presentes quase que exclusivamente nos legumes e na soja,
sendo a genisteina e a daidzeina os principais representantes desta subclasse
(HARBONE, 1994).

2.5.1.3. Os Taninos

Os taninos compreendem um grupo de compostos com vasta diversidade na
estrutura que compartilha sua habilidade de se ligar e precipitar proteinas. Os taninos
sdo abundantes em diferentes espécies de plantas, podendo estar presentes nas
folhas, casca e frutos e protegem a planta contra infec¢cées. Podem ser classificados em
trés grupos: taninos condensados, hidrolisaveis e complexos (VERMERRIS;
NICHOLSON, 2006).

a) Taninos condensados

Os taninos condensados sdo também chamados de proantocianidinas. Eles séo
oligbmeros ou polimeros de flavonodides. Apesar do termo “taninos condensados” ser
bastante difundido para descrever estes compostos fendlicos, o termo
“proantocianidina” é quimicamente mais descritivo. Assim, as proantocianidinas sdo 0s
compostos que geram 0S pigmentos antocianidinas apos clivagem oxidativa (e néo
hidrolise) em meio alcodlico e em presenca de calor. Os polimeros que tém por base a

catequina e epicatequina geram a cianidina, e sdo assim conhecidos como
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procianidinas. Os polimeros constituidos de galocatequina e epigalocatequina liberam a
delfinidina (HAGERMAN, 2002; CHEYNIER, 2005; FERREIRA et al.,, 2006). Alguns
exemplos tipicos de taninos condensados sdo a proantocianidina B2 (epicatequina-
(48—8)-epicatequina), a proantocianidina Al (epicatequina-(4—8,2—0—7)-
catequina), a proantocianidina A2 (epicatequina-(4p—8,2—0—7)-epicatequina) e a

proantocianidina C1 epicatequina-(4f—8)-epicatequina-(43—8)-epicatequina).

b) Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis formam um grande grupo de compostos polifendlicos
gue apresentam duas unidades de base: um acucar esterificado pelo &cido gélico
(galotaninos) ou pelo acido elagico (elagitaninos) (KHANBABAEE; VAN REE, 2001;
HAGERMAN, 2002).

Os galotaninos séo taninos hidrolisaveis com um nucleo poliol (referente a um
composto com varios grupos hidroxila) substituido com 10-12 residuos de acido galico.
O poliol mais comumente encontrado € a D-glicose, apesar de alguns galotaninos
conterem unidades de catequina e triterpendides. Os galotaninos com o nucleo D-
glicose sédo sintetizados a partir da 1,2,3,4,6-pentagaloilglicose (1,2,3,4,6-penta-O-
galoil-B-D-glicopiranose). Um exemplo de um galotanino € o composto 2-O-digaloil-
1,3,4,6-tetra-O-galoil-B-D-glicopiranose (Figura 8), onde o residuo adicional de &cido
galico esté localizado no C2 do anel glicopiranose (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).

HO

HO HO OH

o o,
OH
HO OH
o

OH OH
HO

Figura 8. Estrutura quimica do galotanino 2-O-digaloil-1,3,4,6-tetra-O-galoil-3-D-
glicopiranose.
Fonte: VERMERRIS; NICHOLSON, 2006.
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Os elagitaninos sao taninos hidrolisaveis derivados de pentagaloilglicose, mas
diferentemente dos galotaninos, eles contém ligacdes C-C adicionais entre moléculas
adjacentes de galoil na molécula de pentagaloilglicose. Eles contém como elemento de
estrutura caracteristico, a0 menos um acido hexahidroxidifendico (precursor do acido
elagico) na forma de um diéster com a glicose (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).

c) Taninos complexos

Os taninos complexos sdo definidos como os taninos em que a unidade de
catequina é ligada glicosidicamente tanto a uma unidade de galotanino quanto de
elagitanino. Como o proprio nome indica, a estrutura destes taninos pode ser muito
complexa. Um exemplo de uma substancia pertencente a este grupo € a acutissimina A,
formada nos vinhos tintos durante seu processo de envelhecimento (VERMERRIS;
NICHOLSON, 2006).

2.5.1.4. As lignanas

As lignanas sdo dimeros ou oligdbmeros que resultam do agrupamento de
monoligndis — alcool p-coumaril, alcool coniferil e alcool sinapil, sendo o alcool coniferil
0 mais usado na biosintese das lignanas. Alguns desses compostos apresentam
propriedades médicas (VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).

2.5.1.5. As ligninas

As ligninas sdo polimeros fendlicos que, assim como as lignhanas, sao
sintetizadas primariamente a partir de trés precursores: alcool p-coumaril, alcool
coniferil e alcool sinapil. A complexidade quimica e a aparente falta de regularidade na
sua estrutura tornam a lignina uma barreira fisica contra insetos e fungos
(VERMERRIS; NICHOLSON, 2006).

2.5.2. Efeitos bioldgicos

Estudos epidemiologicos a respeito da relagdo entre habitos dietéticos e o risco
de doencas mostram que os alimentos exercem um impacto direto sobre a satde. E

geralmente aceito que alimentos derivados de plantas, como vinho, frutas, améndoas,
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verduras, grdos e legumes exercem alguns efeitos benéficos na salude humana,
particularmente em doencas relacionadas a idade avancada (ESPIN et al., 2007).

Como a expectativa de vida do ser humano aumentou, as doengas crbnicas
relacionadas a idade, como doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, diabetes
do tipo Il e varios tipos de cancer (por exemplo, o cancer gastrointestinal), conhecidas
por serem relacionadas aos habitos dietéticos, continuam se expandindo. Este fato
encorajou diversas organizacfes ao redor do mundo ligadas a saude a recomendar um
aumento no consumo de derivados de plantas, visando a melhoria da satde humana e
o retardo no desenvolvimento dessas doencas (ESPIN et al., 2007).

A capacidade de alguns alimentos derivados de plantas de reduzir o risco de
doencas crbnicas esta associada, ao menos em parte, a metabdlitos secundarios
(fitoquimicos), os quais mostraram exercer efeitos nas atividades biologicas. Estes
metabolitos tém baixo potencial como compostos bioativos quando comparados as
drogas farmacéuticas, mas quando estes sdo ingeridos regularmente e em quantidades
significativas, como parte da dieta, podem exercer um efeito fisiolégico notavel a longo
prazo. Os fitoquimicos que estdo presentes na dieta, e que estdo sendo associados a
beneficios a saude, incluem glicosinolatos, terpendides (carotendides, monoterpenos e
fitosterois) e véarios grupos de compostos fendlicos (antocianinas, flavonas, flavan-3-ais,
isoflavonas, &cidos fendlicos e etc.). Sua bioatividade tem sido relacionada, em alguns
aspectos, as suas propriedades antioxidantes (capacidade de capturar radicais livres)
gue estdo envolvidas na prevencdo de diversas doencas degenerativas cronicas
(oxidagdo das LDL no desenvolvimento da placa de ateroma, oxidacdo do DNA e
cancer, inflamacao, etc.) (ESPIN et al., 2007).

Os acidos fendlicos tém recebido atencdo consideravel recentemente pelo seu
comportamento antioxidante e pelos efeitos benéficos potenciais a saude (ROBBINS,
2003; BIROSOVA et al., 2007). Foi relatado que alguns &acidos fendlicos possuem
atividade antitumoral contra a carcinogénese do colon (OLTHOF et al., 2001), podem
inibir a atividade transcripcional da AP-1 (AP-1 € uma proteina ativadora envolvida no
processo que controla a inflamacgéo, diferenciacdo celular e proliferacdo) (MAGGI-
CAPEYRON et al.,, 2001), apresentam efeitos potencialmente protetores contra o

cancer e doencas cardiacas (WEN et al., 2005), entre outros.
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Além desses efeitos bioldgicos, tem-se observado também que 0s compostos
fendlicos podem auxiliar no combate a obesidade. Sugiyama e colaboradores (2007)
investigaram o efeito inibitério de um extrato de compostos fendélicos da maca na lipase
pancredtica in vitro e na absorcéo de triglicerideos em ratos e humanos. Os autores
concluiram que o extrato de compostos fendlicos da maca inibe a lipase pancreatica e
previne contra a elevacdo dos niveis de triglicerideos plasméticos pés-prandial e foi
sugerido que as procianidinas oligoméricas foram 0s principais responsaveis pela
diminuicdo na absorcdo de triglicerideos e altamente eficientes na inibicdo da lipase
pancreética.

As isoflavonas (genisteina e daidzeina, encontradas na soja) exercem efeitos
significativos na saude dos ossos de mulheres no periodo pés-menopausa, além de
alguns efeitos hormonais fracos. As catequinas monomeéricas (encontradas em altas
concentracdes nos chas verde e preto) apresentam efeitos nos biomarcadores
antioxidantes plasméticos e no metabolismo energético (WILLIAMSON; MANACH,
2005).

As procianidinas (catequinas oligoméricas encontradas em altas concentracdes
no vinho tinto, uva, cacau e macgd) apresentam efeito pronunciado no sistema vascular,
incluindo o aumento da atividade antioxidante plasmatica. Elas sdo capazes de
promover uma diminuigcdo das LDL (e da sua susceptibilidade a oxidacdo) e aumento
das HDL (WILLIAMSON; MANACH, 2005).

A quercetina (principal representante da classe dos flavondis, encontrada em
altas concentracbes em cebola, magéd, vinho tinto, brocolis, cha e Ginkgo biloba)
influencia alguns marcadores carcinogénicos e apresenta efeito pequeno nos
biomarcadores antioxidantes plasmaticos, porém alguns estudos falharam ao tentar
confirmar esses efeitos (WILLIAMSON; MANACH, 2005).

2.5.3. Biodisponibilidade e metabolismo

A absorcdo de micronutrientes e fitoquimicos pelo corpo durante o consumo de
alimentos ndo é completa e uma porcentagem deles nédo € absorvida. Para determinar

a quantidade que é realmente absorvida, distribuida para os tecidos, metabolizada e,
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eventualmente, excretada, foi introduzido o termo biodisponibilidade (HOLST;
WILLIAMSON, 2008).

Biodisponibilidade descreve a concentracdo de um dado composto ou seu
metabdlito no 6rgdo alvo. A “Food and Drug Administration” (2009) define
biodisponibilidade como a taxa e a extensdo na qual uma molécula ativa € absorvida de
um produto e se torna disponivel no local de acéo.

A definicdo do termo biodisponibilidade abrange diversos processos integrados:
liberacdo (liberacdo e dissolucdo de um composto para torna-lo disponivel para
absorcédo), absorcdo (movimento de um composto do local de administracdo para a
circulagdo sanguinea), distribuicdo (difusdo ou transferéncia de um composto do
espaco intravascular — sangue, para o extracelular — tecidos), metabolismo (conversao
bioquimica de um composto para uma forma mais facil de eliminar) e excregéo
(eliminacdo de um composto inalterado ou metabdlitos do corpo, principalmente via
renal, biliar ou pulmonar) (HOLST; WILLIAMSON, 2004).

Estudos in vivo a respeito da biodisponibilidade e da cinética metabdlica dos
compostos fenolicos objetivam: (a) elucidar o modo de agdo do composto, (b)
determinar quais componentes sdo melhores absorvidos, levando a formacédo de
metabdlitos ativos e (c) demonstrar a ligacao direta entre os componentes alimenticios,
0s metabdlitos e os efeitos biologicos (KOUNTOURI et al., 2007).

Para algumas classes de compostos fendlicos, existem diversos estudos de
intervencdo que indicam o tipo e a magnitude dos efeitos in vivo em humanos,
baseados nas mudancas, a curto prazo, de biomarcadores (WILLIAMSON; MANACH,
2005).

Existem outros estudos a respeito dos efeitos dos compostos fendlicos em
sistemas biolégicos in vitro. Entretanto, varios deles nao consideram a
biodisponibilidade e o0 metabolismo, sendo que os efeitos reportados néo
necessariamente ocorrem in vivo. Apesar da maioria dos compostos fendlicos ser
absorvida em alguma extenséo, isto é muito dependente do tipo de composto fendlico.
Além disso, a absor¢do é acompanhada por metabolismo e conjugacao extensivos e as
formas que aparecem no sangue sdo usualmente diferentes das formas encontradas

nos alimentos. Isto indica que experimentos in vitro com a forma do composto fendlico

51



encontrado no alimento ndo sado necessariamente relevantes para a situagéo in vivo
(WILLIAMSON; MANACH, 2005).

A estrutura quimica do composto fendlico é a caracteristica que exerce o maior
impacto na absorcao intestinal. Os parametros mais discutidos s&o o peso molecular, a
glicosilacao e a esterificagcdo. A maioria dos flavondides, com exceg¢do das catequinas e
procianidinas, estd na forma glicosilada nos alimentos, e esta glicosilacao influencia a
absorcéo através da barreira intestinal (SCALBERT et al., 2002).

A maioria dos compostos fenodlicos glicosilados sé@o deglicosilados pela -
glicosidase no intestino delgado, sendo absorvidos na forma aglicona. Esta etapa € um
requisito para a absorcao de varios compostos fendlicos (KROON et al., 2004). Outros
estudos relatam a absorcdo dos glicosideos intactos (HOLLMAN; KATAN, 1998).

O trato gastrointestinal exerce um papel significativo no metabolismo e na
conjugacdo dos compostos fendlicos antes deles alcancarem o figado. A clivagem dos
flavondides (como por exemplo, as procianidinas, que apresentam alto peso molecular)
pode ocorrer no estbmago devido ao ambiente de baixo pH (SPENCER, 2003).

A maioria dos compostos fendlicos dietéticos absorvidos no intestino €
rapidamente eliminada na urina e na bile ap0s a ingestdo (SCALBERT et al., 2002),

conforme pode ser observado no esquema da Figura 9.
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Figura 9. Resumo da formacdo dos metabdlitos e conjugados dos flavondides em

humanos.
Fonte: SPENCER (2003).

Durante o metabolismo, os compostos fendlicos sofrem conjugacdo no intestino
delgado (metilacdo, sulfuronacédo e glucuronidacédo) (SCALBERT et al., 2002). No
jejuno e ileo, ocorre uma glucuronidacao eficiente dos flavondides pela acdo das UDP-
glucurosiltransferases e extensiva O-metilacdo pela acdo da catecol-O-metil-
transferase, sendo que os metabdlitos resultantes alcancam a veia porta e sofrem
posterior metabolismo no figado (SPENCER, 2003).

A formacédo de derivados anibnicos por conjugacdo com glucuronideos e grupos
sulfatos facilita a excrecdo urinaria e biliar, o que explica a rapida eliminacdo desses
compostos fendlicos (SCALBERT et al., 2002).

A microflora colonial degrada os flavondides em acidos fendlicos menores, 0s

guais podem também ser absorvidos. O destino da maioria desses metabdlitos é a
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excrecao renal, entretanto, a extensdo com que esses compostos alcangcam as células
e os tecidos ainda € desconhecida. Os compostos restantes derivados da ingestao de
flavonoides séo eliminados nas fezes (SPENCER, 2003).

O resultado do metabolismo extensivo dos compostos fendlicos dietéticos € que,
salvo algumas excecbes, as formas predominantes (e muitas vezes exclusiva) no
plasma sdo conjugados (glucuronados ou sulfatos, com ou sem metilacdo). Esses
conjugados sao quimicamente distintos dos seus compostos originais, diferindo em
tamanho, polaridade e forma idnica. Conseqientemente, seu comportamento fisioldgico
€ susceptivel a ser diferente do composto na forma nativa (KROON et al., 2004).

Existem varios estudos que abordam a biodisponibilidade e o metabolismo dos
compostos fenolicos. Bermudez-Soto e colaboradores (2007) estudaram os efeitos in
vitro das digestdes gastrica e pancreatica na estabilidade e composi¢cado dos compostos
fendlicos majoritarios do suco de “chokeberry”, e observaram que esses compostos
foram alterados durante a digestdo pancreatica, sendo este efeito mais pronunciado
para as antocianinas. Os autores concluem que os compostos fendlicos dietéticos sédo
altamente sensiveis as condi¢cdes de meio alcalino no intestino delgado e boa parte
desses compostos podem ser transformados em outros de forma estrutural
desconhecida, com diferentes propriedades quimicas e, conseqientemente, diferentes
bioacessibilidade, biodisponibilidade e atividade bioldgica. Vale ressaltar que nem
sempre o comportamento fisiologico observado in vitro reproduz-se in vivo.

Kountouri e colaboradores (2007), em um estudo que objetivou avaliar a
biodisponibilidade dos compostos fenodlicos da azeitona e correlacionar com sua
eficacia antioxidante em plasma e urina de voluntarios saudaveis, concluiram que a
administracdo de azeitona leva a um aumento dos compostos fendlicos e do potencial
antioxidante total do plasma. Além disso, observaram que os compostos fendlicos sao
extensivamente metabolizados no corpo humano e aparecem nos fluidos biolégicos,
principalmente como glucuronideos.

Donovan e colaboradores (1999) conduziram um estudo que abordou o
metabolismo da catequina apés o consumo de vinho tinto e concluiram que este

composto esta presente, quase que exclusivamente, como metabdlitos no plasma.
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2.5.4. Metabolitos microbianos dos compostos fendli cos

Pouco se sabe a respeito do metabolismo da microflora intestinal humana, porém
esta provavelmente exerce um papel importante na atividade biolégica de muitos
compostos fendlicos.

ApOGs alcancarem o colon, os metabdlitos dos flavonoides ficam sujeitos ao
metabolismo bacteriano pela flora colonial (SCALBERT et al., 2002).

O célon contém aproximadamente 10 microrganismos/cm®, os quais possuem
um vasto potencial catalitico e hidrolitico, e a degradacédo enzimatica dos flavondides
pela microflora colonial resulta em uma enorme variedade de novos metabdlitos. As
enzimas bacterianas podem catalisar varias reacdes incluindo hidrélise, dehidroxilacao,
demetilacdo, clivagem do anel e descarboxilacdo, assim como, desconjugacgao rapida.
Diferentemente das enzimas humanas, a microflora catalisa a quebra da estrutura do
flavonoide a moléculas simples como os acidos fendlicos (SPENCER, 2003).

As bactérias do célon possuem enzimas de desconjugacdo, como por exemplo, a
B-D-glucuronidase, B-D-glicosidase e a-L-raminosidase, as quais liberam as agliconas
dos flavondides dos seus glicosideos e glucuronideos. Entretanto, o aparecimento de
agliconas é apenas transiente, pois ocorre uma rapida fissura no anel, produzindo um
pequeno numero de acidos menores (AURA et al., 2005). O metabolismo extensivo dos
compostos fenolicos dietéticos no colon depende da concentragdo do substrato e do
tempo de residéncia (RECHNER et al., 2004).

Apés a desconjugacdo catalisada por enzimas bacterianas de qualquer
composto fendlico conjugado que alcanca o colon, existem duas rotas possiveis:
absorcédo do composto fendlico intacto através do epitélio do colon e a passagem para
a corrente sanguinea (como forma livre ou conjugada) ou a quebra da estrutura original
do composto fendlico em metabdlitos (WILLIAMSON; MANACH, 2005). Esses fendlicos
simples formados podem ser considerados biomarcadores do metabolismo colonial se
absorvidos subsequentemente (RECHNER et al., 2004).

O metabolismo microbiano merece atencdo especial porque alguns metabdlitos
microbianos podem ter efeitos bioldgicos unicos (WILLIAMSON; MANACH, 2005).

Os compostos fendlicos podem também acarretar algumas alteragcdes na

composicao da microflora colonial. Existem estudos que mostram que as antocianinas
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ou extratos de plantas ricas neste grupo de flavonoides possuem um efeito no
crescimento microbiano, porém os resultados ainda ndo sao conclusivos.

Puupponin-Pimia e colaboradores (2001) mostraram que 0s extratos de
diferentes berries apresentam um efeito inibitério no crescimento de bactérias gram-
negativas. Além disso, eles apontaram que os extratos de blackcurrant estimularam o
crescimento de diferentes cepas de Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus paracasei,
mas inibiram o da Escherichia coli.

Estudos recentes demonstraram que os concentrados de blackcurrant inibem o
crecimento de diferentes cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Enterococcus faecium, mas estimulam o crescimento de Saccharomyces cerevisiae
(Werlein et al., 2005).

2.5.5. As antocianinas
2.5.5.1. Generalidades

As antocianinas (do grego anthos = flor, e kyanos = azul escuro) (Figura 10) séao
compostos pertencentes a familia dos flavondides. Contam-se vinte variedades de
antocianinas, mas apenas 6 dentre elas tém importancia alimenticia: a pelargonidina, a
cianidina, a delfinidina, a peonidina, a petunidina e a malvidina (ROGEZ, 2000).

Quimicamente, as antocianinas sao originadas do cation flavilio, o qual é
constituido por um esqueleto de 15 carbonos com anel aromatico sustentado por um
segundo anel aromatico na posicao dois (C6-C3-C6), devidamente adicionado a grupos
fixados sobre os anéis arométicos, principalmente grupos hidroxilas, formando a
antocianidina (aglicona). As antocianidinas ligadas a uma ou mais moléculas de
acucares, principalmente glicose, galactose, raminose, xilose e arabinose formam as
antocianinas (Figura 10) (MARKAKIS, 1982; FENNEMA, 1993; STRACK; WRAY, 1993;
COULTATE, 1998; CLIFFORD, 2000).
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R = molécula de carboidrato.

Figura 10. Estrutura molecular das antocianinas.

A partir da estrutura basica (polifendlica) dos flavondides, tem-se uma
infinidade de cores através de combinagdes quimicas com os glicosidios e/ou grupo
acila e também através de interacdo com outras moléculas, originando coloragéo rosea,
vermelho, roxo, azul e puarpura das flores, frutos e legumes, bem como da cor roxo
avermelhada, caracteristica do acai preto (WIEBOLD, 1992; STRACK; WRAY, 1993;
COULTATE, 1998).

As diferencas nos tipos de antocianinas levam a diferencas de estabilidade, o
gue explica por que certos frutos ou mesmo certas variedades de uma mesma espécie
frutifera sdo mais apropriadas para a fabricacdo de suco de cor mais estavel do que
outras (LAMIKANRA, 1988).

2.5.5.2. Biodisponibilidade e possiveis efeitos bioldgicos

Cada vez mais surgem artigos cientificos que sugerem que as antocianinas,
frutas ricas em antocianinas ou extratos derivados, apresentam uma diversidade de
efeitos benéficos para a saude humana. Estes efeitos podem estar relacionados as
caracteristicas quimicas e capacidade antioxidante inerente desses compostos. As
propriedades biomédicas atribuidas para cada antocianina pura, frutas ricas em
antocianinas ou extratos incluem uma vasta lista de efeitos benéficos: na capacidade
visual, na funcéo cognitiva do cérebro, na prevencao contra obesidade, protecdo contra
Ulcera, risco cardiovascular e prevencdo de cancer (ESPIN et al., 2007).

Williamson e Manach (2005), em um estudo acerca da biodisponibilidade de

compostos fenolicos em humanos, mostraram que para diferentes fontes de
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antocianinas, tipo de matriz que as antocianinas sdo administradas (suco, extrato ou
capsula) ou quantidade total administrada, as concentracdes de antocianinas totais
medidas no plasma podem variar bastante e sdo, geralmente, muito baixas (na faixa
nano molar — nM), sendo a maioria abaixo de 0,1 pM. A absorcdo é rapida e as
antocianinas podem ser detectadas em menos de 1,5h apés a ingestédo, indicando que
a absorcéo provavelmente ocorre no estbmago ou no intestino delgado.

Somente uma pequena parte das antocianinas da dieta é absorvida. Entéo,
grandes quantidades de compostos ingeridos provavelmente alcancam o célon. A
atividade da microflora do colon e a baixa estabilidade das antocianinas no pH intestinal
sdo, pelo menos, fatores parcialmente responsaveis pela conversao das antocianinas
em acido fendlicos estaveis menores ou outras moléculas de estrutura desconhecida. A
natureza dos metabolitos das antocianinas formados e absorvidos in vivo é outro
aspecto importante do metabolismo das antocianinas. Entretanto, existe pouca
informac&o nas transformacdes bacterianas de antocianinas (ESPIN et al., 2007).

Além disso, as antocianinas sdo rapidamente eliminadas na urina (em menos de
4-6h). A proporcdo de antocianinas absorvida e excretada é menor que 0,1% da
quantidade ingerida, indicando que o caminho metabdlico de uma grande quantidade
das antocianinas ingeridas ainda nao foi elucidado (ESPIN et al., 2007).

Varios estudos demonstraram que as antocianinas intactas sdo absorvidas e
excretadas na urina em pequenas quantidades (MILBURY et al., 2002; MULLEDER et
al., 2002; NETZEL et al., 2005).

Outros estudos demonstram que as antocianinas sdo metabolizadas, jA que
parte delas foi encontrada nas formas metilada, sulfatada ou glucuronidada (WU et al.,
2002; FELGINES et al., 2003).

Como possiveis efeitos biolégicos foram observadas melhorias na capacidade
visual, as quais tém sido atribuidas as antocianinas, porém apenas um estudo em
humanos indicou uma melhoria aparente da visdo noturna em individuos miopes apos
altas doses repetidas de um oligdmero antocianosideo purificado (LEE et al., 2005a e
2005b).

Além disso, vérios estudos com animais mostraram que as antocianinas
aumentam a performance cognitiva e protegem a fungédo cerebral reduzindo o dano
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isquémico oxidativo e melhorando a memaria (BARROS et al., 2006; KANG et al., 2006;
SHIN et al., 2006).

Diabetes e obesidade também foram prevenidas em animais alimentados com
antocianinas pelo decréscimo dos niveis de aclUcar sanguineo ou pela reducdo do
ganho de massa e tecido adiposo (TSUDA et al., 2003; GUO et al., 2007).

Além disso, a fruta “chokeberry” mostrou ter a capacidade de inibir o crescimento
da Helycobacter pylori (CHATTERJEE et al., 2004).

Em outro trabalho, a administracdo de uma dose Unica de uma mistura de
antocianinas diminuiu o tamanho da area de infarto num modelo de ratos com injaria
miocardial (KIM et al., 2006).
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3. MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica de Pesquisa Envolvendo Seres
Humanos do Nuacleo de Medicina Tropical da Universidade Federal do Para (UFPA),
protocolo 050/2005, segundo resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude do
Ministério da Saude (CNS/MS). Os voluntarios assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (Anexo 1), onde foram informados de maneira clara e objetiva sobre

o desenvolvimento do trabalho, assim como o livre arbitrio na participagédo da pesquisa.

3.1. SELECAO E PERFIL DOS VOLUNTARIOS

O recrutamento de voluntarios foi realizado no Laboratorio de Engenharia
Quimica e de Alimentos na Universidade Federal do Para. Foram escolhidos a
participar da pesquisa os que atendiam aos seguintes critérios: ser do sexo masculino
com idade igual ou superior a 20 anos; gozar de boa saude fisica e mental; ndo ser
alcoolatra ou praticante de atividades fisicas extenuantes; ndo ser fumante e nao fazer
uso de medicamentos ou suplemento alimentar.

A pesquisa foi realizada com 6 voluntarios do sexo masculino, com idade entre
21 e 36 anos (Tabela 3). A média dos pesos dos voluntarios foi de 78,23 Kg (£9,74).

Tabela 3. Perfil dos participantes da pesquisa.

Voluntario Idade (anos) Peso (Kg)

A 25 70,4

B 29 79,2

C 34 80,9

D 32 77,5

E 21 66,7

F 36 94,7
Média 29,5 78,23

Foi solicitado aos voluntarios que ndo consumissem acai ou qualquer alimento
gue contivesse compostos fendlicos no periodo de 1 semana antecedendo as coletas
de sangue, sendo repassada para 0s mesmos uma lista de matérias-primas a serem

evitadas. Também foram suspensos, 5 dias antes das coletas, alimentos contendo
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vitamina C. O consumo de bebida alcodlica foi suspenso 24 horas antes do inicio das

coletas.

3.2. AMOSTRAS DE ACAI

A bebida processada e resfriada feita a partir dos frutos de acaizeiro foi adquirida
em produtor local (feira da 25 de Setembro, bairro do Marco, Belém/PA). O acai era do
tipo grosso (16,27% de matéria-seca — M.S.) e foi obtido na manha do experimento,
imediatamente transportado ao local da coleta do material biolégico e armazenado a
4°C.,

3.3. PLANEJAMENTO DO EXPERIMENTO

As coletas de sangue (Figura 11) e urina foram realizadas nas dependéncias do
Laboratorio Dr. Paulo Azevedo, em Belém/PA, por profissionais capacitados da area da
saude. As fezes foram recolhidas na propria residéncia dos voluntarios em recipientes
previamente repassados e levadas ao laboratério na manhd do experimento. A

experiéncia foi realizada em dois finais de semana seguidos.

\

-2

Figura 11. Coleta de éangue. '

Os voluntarios chegaram ao laboratorio as 8:30h da manha do domingo, estando
em jejum de pelo menos 10 horas, quando ocorreu a primeira coleta de sangue. Em
seguida, eles tomaram café da manha (quantitativos nos Quadros 2 e 3). As 11:30h, os

voluntarios foram submetidos a outra coleta de sangue (que neste trabalho é
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referenciada como t=0) e receberam almoco as 12:00h. Foram realizadas coletas 30
minutos (t=30), 1 (t=1), 2 (t=2), 3 (t=3), 4 (t=4) e 6 (t=6) horas apds o término do almoco

(12:30h). Um esquema ilustrando os tempos das coletas de sangue esta apresentado

na Figura 12.
Frory_v_7_7_ 7
- . Tempo (h)
Jejum O 05 1 2 3 4 6

Figura 12. Esquema dos tempos de coleta de sangue.

As coletas de urina foram realizadas nos voluntarios em jejum, no intervalo entre
o café da manha e o almoco (t=0) e nos intervalos de 0 a 2h (t=0-2), 2 a 4h (t=2-4), 4 a
6h (t=4-6), 6 a 8h (t=6-8), 8 a 12h (t=8-12) e 12 a 24h (12-24) apds o término do
almoco, sendo que se houvesse duas coletas no mesmo intervalo, estas seriam
mantidas em recipientes separados. Um esquema ilustrando os tempos das coletas de
urina esta apresentado na Figura 13.

= n? R b
Jejum 0 0 2 4 6 8 12 24

» Tempo (h)

Figura 13. Esquema dos tempos de coleta de urina.

As coletas de fezes foram realizadas da seguinte maneira: em cada final de
semana do experimento eram coletadas duas amostras. A primeira amostra consistiu
nas fezes da noite anterior (sdbado) ao domingo (que seria o branco). A segunda coleta
realizada foi das primeiras fezes ap6s o domingo do experimento.

Vale ressaltar que nas coletas apds o almoco, os voluntarios ndo ingeriram
gualquer tipo de alimento, sendo o consumo de agua liberado durante o dia todo. A
ingestdo de alimento ocorreu somente apos a Uultima retirada de sangue (18:30h),
guando receberam o lanche da tarde (Quadros 3 e 4).
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Quadro 3. Dieta fornecida aos voluntérios no primeiro fim de semana (sem acai).

Refeicéo Quantidade Proteina (g) Carboidratos (g) Lipideos (g) Fibras (g)
Café da manha& (um no domingo)
Cream-Cracker 36,89 3,96 23,88 5,46 0,7
logurte Natural 200g 7 31 0,20 0
Requeijdo 12g 1,92 0,98 2,57 0
Almocgo (um no sdbado e um no domingo)
Almbéndegas 2409 36,18 16,96 30,72 0
Arroz 2509 5,75 80,75 7,25 <1
Farinha 20g 0,34 17,28 0,06 0,4
Lanche (um no sabado e um no domingo)
Pao de forma 509 4,66 28,7 0,1 1,3
Queijo Processado 20g 2,26 0,58 5,16 0
Salame 80g 14,72 2,24 16,64 0,8
Leite em Po 30g 7,92 11,46 8,28 0
Jantar (um no sabado e um no domingo)
Peito de Frango 220g 40,04 0 11,08 0
Macarrdo 100g 3,4 23 0,40 4
Arroz 1509 3,45 48,45 4,35 <1
TOTAL 1396,8¢g 131,6 285,28 92,27 -

Quadro 4. Dieta fornecida aos voluntarios no segundo fim de semana (com acai).

Refeicédo Quantidade Proteina (g) Carboidratos (g) Lipideos (g)  Fibras (g)
Café da manha (um no domingo)
Cream- Cracker 36,89 3,96 23,88 5,46 0,7
logurte Natural 200g 7 31 0,2 0
Requeijao 12g 1,92 0,98 2,57 0
Almoco (um no sabado e um no domingo)
Almondégas 120g 18,09 8,48 15,36 0
Arroz 125¢g 2,87 40,37 3,62 <1
Farinha 40g 0,68 34,56 0,12 0,8
ACAI (domingo) 500mL 7,05 2,04 36,8 15,75
Lanche (um no sabado e um no domingo)
P&o de forma 100g 9,32 57,4 0,20 2,6
Queijo Processado 20g 2,26 0,58 5,16 0
Salame 409 7,36 1,12 8,32 0,4
Leité em Po 30g 7,92 11,46 8,28 0
Jantar (um no sabado e um no domingo)
Peito de Frango 220g 40,04 0 11,08 0
Macarrao 2509 8,5 57,5 1 10
TOTAL 1181,8g 116,97 269,37 98,17 -
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A composicao da dieta detalhada nos Quadros 3 e 4 foi estimada por meio dos
valores descritos nos rétulos dos alimentos em questao.

A principal diferenca no cardapio dos dois domingos foi o consumo de 500 mL de
acai. A ingestdo do acai aconteceu juntamente com o almoco, sendo que as coletas
aconteceram nos mesmos horarios em ambos os fins de semana.

As refeigbes fornecidas para os voluntarios foram padronizadas desde o almoco
do dia anterior as coletas até o jantar do dia da coleta (Quadros 3 e 4). Elas foram feitas
levando-se em consideracdo a ingestdo energética diaria recomendada para homens
adultos entre 20 e 40 anos. No primeiro dia foram totalizadas, aproximadamente, 2500
Kcal e no segundo, 2430 Kcal.

A dieta dos dois dias (com e sem acai) era composta por, aproximadamente,
25% de proteinas, 55% de carboidratos e 20% de gorduras.

Vale ressaltar que quando houve consumo de acai, a dieta foi rearranjada de
modo que os voluntarios consumissem quantidades aproximadas, em Kcal, nos dois
dias, sendo descontados das refeicbes ao longo do dia, os valores de proteinas,
carboidratos e lipideos referentes aos 500 mL de acai ingeridos no segundo final de

semana.

3.4. CONDICIONAMENTO DAS AMOSTRAS DE SANGUE, URINA E FEZES

O sangue foi coletado a vacuo em tubos contendo heparina sédica do tipo BD
vacutainer® (Franklin Lakes, New Jersey). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm durante 6 minutos a temperatura ambiente, em centrifuga
Laborline modelo LAB — 0384, a fim de se obter o plasma (Figura 14).
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Figura 14. Centrifugacdo do sangue (A); obten¢c&o do plasma humano (B).

As amostras de urina, assim como as de plasma, foram acidificadas com uma
solucdo de &cido trifluoroacético 0,44M até que atingissem o pH 1,0 e colocadas em
atmosfera de nitrogénio (Figura 15A).

As amostras de plasma, urina e fezes foram congeladas em gelo seco (Figura

15B) e armazenadas a -22°C até o momento das analises.
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Figura 15. Amostras de urina sendo saturadas com nitrogénio gasoso (A) e amostras
biolégicas congeladas em gelo seco (B).

3.5. ANALISES DE ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para a caracterizacdo da matéria-prima e das amostras biologicas foram feitas
as analises descriminadas a seguir. Para a realizacao destas analises, as amostras de

plasma ndo passaram por nenhum tipo de tratamento, sendo apenas diluidas na
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guantidade necesséaria. As amostras de urina foram centrifugadas a 3000 rpm por 6
minutos, afim de remover possiveis interferentes.

As amostras de fezes foram separadas em duas aliquotas e cada aliquota foi
submetida a um tipo de extracdo. As extracdes foram realizadas com agua ultrapura e
acetona, a uma diluicdo de 3 vezes. Entdo, os extratos foram misturados na proporgao
3:1 e armazenados sob atmosfera de nitrogénio para a posterior realizacdo das

analises.

3.5.1. Polifendis totais

A concentracao de polifendis totais foi determinada pelo método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu (SINGLETON; ROSSI, 1965), descrito por Silva e colaboradores (2007).

Singleton e Rossi (1965) propuseram um método que utiliza o reagente
molibdotungsténio-fosférico heteropolianion, que reduz mais especificamente os fendis,
em meio basico (com solucdo de carbonato de sédio, pH~10), sendo empregado o
acido galico como padréo fenol de referéncia.

A mistura para a reacdo foi de: 250 pL de amostra (dgua destilada para o
branco), 125 pL de solucdo de Folin-Ciocalteu 1N e 625 pL de carbonato de sédio a 75
g/L. ApOs o periodo de incubacdo de 30 minutos, 200 puL foram repassados para 0s
pocos da microplaca (96 pocos, transparente, Nalge Nunc International, Rochester, NY)
e a absorbancia lida a 750 nm em espectrofotdmetro BIOTRAK (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA). A andlise foi realizada em duplicata.

Os calculos foram baseados na curva de calibragcdo obtida com acido galico.
Esta andlise foi realizada apenas nas amostras de acai e fezes, sendo os resultados
expressos em miligrama de equivalente de acido galico por litro de acai ou grama de
fezes, respectivamente. Os resultados de fezes foram multiplicados pela massa
recolhida de fezes em cada uma das coletas. O resultado final foi expresso em pmol
ET.
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3.5.2. ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)

A metodologia utilizada para a quantificagcdo do valor ORAC foi proposta por
Huang e colaboradores (2002) e Ou e colaboradores (2001) e descrita por Silva (2002).

A andlise foi realizada usando microplacas (96 pocos, branco opaco, Greiner Bio-
One, Wemmel, Belgium) e um fluorimetro Ascent F.L. (Fluoroscan Labsystems,
Helsinki, Finland).

Para a realizacdo da analise, adicionou-se a cada poc¢o da microplaca 150 pL de
fluoresceina, posteriormente 25 puL de amostra biolégica diluida em tampéo, tampéao
para o branco e trolox como padréo nas concentracfes de 4, 8, 20 e 40 uM. A placa foi
incubada por 15 minutos a 37<C. A leitura iniciou-s e apoés a injecdo automatica de 25 uL
de AAPH. Todas as diluigbes foram realizadas em tampéao fosfato pH = 7,4.

A diminuicdo da fluorescéncia foi acompanhada durante 50 minutos por leituras
com intervalos de 1 minuto (Aexcitagao=485NM ; Aemissao= 520 nm). Apos 50 minutos, se a
fluorescéncia ndo era inferior a 5% do valor inicial, a amostra era diluida e a analise
repetida.

A triplicata foi realizada numa mesma horizontal da microplaca, a fim de diminuir
os erros de leitura e o valor ORAC foi calculado pela média obtida. A quantificacdo da
atividade antioxidante foi baseada no calculo da area sob a curva (AUC) (Figura 16),

proposta por Cao e Prior (1999), conforme a equacao a seguir.

(AU Camostras ~ AU CBranco )
(AU CTroI ox AUC Branco )

ORAC; = { } [Trolox]* d

Onde:

ORACegr = Valor ORAC em umol ET(equivalente trolox)/L

[Trolox] = Concentragéo do trolox

AUC = éarea sob a curva das amostras, do branco (tampédo fosfato) e do trolox
(calculado pelo valor obtido a partir do coeficiente angular da equacdo da regressao
linear do trolox)

d = fator de diluicéo

67



- 1.2
£
o
=
= 1.0
'E i b L
- - -
& . -
08
g - = Amostra
€@ - -
=]
@ 06 - gt
E ! -
(=] -
s .. - L AUC
= Branco . .
@ . =
= " s
= 02 - =
=3 ™ -
& - T ----I-
0o *tssssssnsel
o ] 10 16 20 26 a0 16 40

Time {min)

Figura 16. Calculo para o método ORAC: Capacidade antioxidante da amostra testada

expressa como area sob a curva (AUC).
Fonte: PRIOR e colaboradores (2005).

Esta andlise foi realizada nas amostras de acai, plasma, urina (sendo a atividade
antioxidante para essas trés amostras expressa em pmol de equivalente trolox por litro
de acai, plasma ou urina) e fezes (expressa em umol de equivalente trolox por grama
de fezes). Os resultados de fezes foram multiplicados pela massa recolhida desta

amostra bioldgica, sendo o resultado final expresso em pmol ET.

3.5.3. TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity )

O método TEAC foi adaptado do proposto por Re e colaboradores (1999) e
descrito para a realizacdo em microplacas por Silva e colaboradores (2007).

A analise foi conduzida em espectrofotdmetro BIOTRAK (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA) a 750 nm.

A solucéo estoque de ABTS™ (7mM) foi preparada em agua ultra-pura usando 1
mL de perssulfato de potassio (25,4 mM) como agente oxidante. Esta solucdo foi
mantida ao abrigo de luz por, no minimo, 16 horas em temperatura ambiente, para a
formacdo dos radicais. A solucdo trabalho de ABTS™ foi obtida diluindo-se a solucdo
estoque em etanol até atingir a absorbancia entre 0,39-0,42.

A solucéo estoque de trolox (40 mM) foi preparada em etanol e armazenada a -

20°C sob atmosfera de nitrogénio. A partir desta solucdo foram feitas diluicbes para
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obter-se a reta de calibragdo com 5 concentracdes diferentes: 4 uM, 8 uM, 12 pM, 16
UM e 20 puM.

Uma aliquota de 10 pL da amostra diluida ou de trolox foi colocada na
microplaca (96 pocgos, transparente, Nalge Nunc International, Rochester, NY) e a
reacio comecou apoés a adicdo de 190 pL da solugéo de trabalho do ABTS™. O grau de
descoloracdo que reflete a cinética de diminuicdo do radical foi acompanhado por 6
minutos.

O valor TEAC foi calculado pela medida da area sob a curva derivada da
porcentagem de inibicdo da absorbancia em funcdo do tempo. As amostras foram
analisadas em triplicata. A atividade antioxidante das amostras foi expressa em uM ET
(equivalente trolox), conforme o célculo por meio das equacdes a seguir. Esta analise

foi realizada apenas nas amostras de fezes.

TEAC (umol ET/100g) = (AUCamostra / 0 Trolox) * diluicdo
Onde:
AUC,mostra = area sob a curva de inibicdo da amostra

a Trolox = coeficiente angular obtido da curva de calibragéo

O célculo da &rea sob a curva da amostra e do trolox é demonstrado na equacao

abaixo.

36
AUC = [%I NBy—g) X 05+ D %INb,;. j x10
i=2

Sendo % Inib a porcentagem de inibi¢do no tempo t (s) e que é dada por:

%Inb = Agranco — Aamostra X 100

ABRrANCO

Os resultados em pmol ET/100g foram multiplicados pela massa recolhida de

fezes. O resultado final foi expresso em pmol ET.
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3.5.4. DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazill)

A andlise pelo método DPPH foi realizada de acordo com o procedimento
descrito por Fernandez-Pachdon e colaboradores (2006), sendo feitas algumas
modificacdes.

A mistura reacional foi composta pela adicdo de 2925 L de solucdo metandlica
de DPPH’ (25 mg/L, preparada ao abrigo de luz) e 75 pL da amostra diluida em
metanol. A absorbancia foi lida em espectrofotometro (Ultrospec 2000, UV/Visible —
Pharmacia Biotech, Suécia) a 515 nm em diferentes intervalos de tempo, até 20
minutos de reacdo, sendo as amostras diluidas de maneira a apresentarem uma
absorbancia constante nesse periodo (valor final equivalente a menos de 1% da
absorbancia inicial). As leituras foram feitas em duplicata.

Solucdes padrbes de trolox foram analisadas para a construcdo da curva de
calibracdo. A partir de uma solucdo estoque de 5 mM, preparada com metanol e
armazenada a -20°C, foram feitas 5 concentra¢gbes: 800, 500, 250, 100 e 25 uM. As
atividades de sequestro de cada amostra foram calculadas de acordo com a
porcentagem de inibicdo do radical DPPH" (% Inib), conforme demonstrado na equacao
a segquir.

%Inb = Ag —Aa X 100
T

Onde: Ag e Axséo os valores de absorbancia do branco e da amostra, respectivamente,
ao término da reacéo.

O valor da atividade antioxidante foi expresso em pmol de equivalente
trolox/100g a partir do coeficiente de regressao calculado da curva de calibracao,
conforme equacéao a seguir.

DPPH (umol/100g ET) = % Inibicdo x diluicdo

Coeficiente

A analise foi realizada nas amostras de fezes, sendo que os resultados foram

multiplicados pela massa recolhida de fezes. O resultado final foi expresso em pumol ET.
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3.6. IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DOS COMPOSTOS FENOLICOS

3.6.1. Extracdo em fase sdlida

A extracdo em fase sdlida objetiva promover a retirada de impurezas e a
obtencdo dos compostos fenodlicos presentes no plasma e na urina dos voluntarios.
Para se proceder com a extracdo, utilizou-se um sistema manifold SPE a vacuo
(Phenomenex, Torrance, CA) com cartuchos Waters Oasis® HLB 1cc (Milford,
Massachusetts). As etapas da extracdo estdo demonstradas no fluxograma da Figura
17 e foram adaptadas das metodologias proposta por Mazza e colaboradores (2002) e
Tian e colaboradores (2006) .

1 mL MeOH
contendo 0,1%
CONDICIONAMENTO TFA
1 mL solugéo
acido formlco 20
EQUILIBRIO
2 mL de plasma
5 mL de urina
CARREGAMENTO
1 mL solucéo
acido formlco 20
LAVAGEM
1 mL MeOH
contendo 0,1%
TFA
ELUIQAO

Figura 17. Fluxograma das etapas de extracdo em fase sdlida das amostras bioldgicas.

ApOGs a extracdo, foi realizada a evaporagcdo das amostras em estufa a vacuo
Quimis® modelo Q819V2 em temperatura ambiente. A amostra seca foi redissolvida em
solucBes de metanol e agua (1:9), ambas acidificadas com 1% de acido férmico, para
entdo serem injetadas no cromatoégrafo liquido.
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3.6.2. Analise de cromatografia liquida de alta efi  ciéncia (CLAE) em fase reversa

As analises cromatograficas do acai, plasma e urina foram realizadas em um
sistema Shimadzu (Téquio, Japédo), série 10AVvp acoplado a um detector de diodos
(DAD) Shimadzu, série SPD M20A e um detector UV/VIS Shimadzu, série SPD 10AVvp
para o registro dos espectros UV/VIS. As injecbes foram efetuadas por um injetor
automético SIL 10AF (Shimadzu). As amostras biolégicas foram injetadas em uma
coluna C;g Gemini (250 x 4,6 mm i.d.) munida de uma pré-coluna Ci;g 3,0 x 4,0 mm
(Phenomenex, Torrance, CA) e termostatizada a 30°C. Os solventes utilizados foram:
agua (solvente A) e acetonitrila (solvente B), ambos acidificados com 1% de &cido

formico. O fluxo foi de 1 mL/min. O gradiente utilizado esta descrito na Tabela 4.

Tabela 4. Gradiente utilizado para a identificacdo e quantificacdo dos compostos
fendlicos presentes no acai e nas amostras biologicas.

Tempo (min) % Solvente A % Solvente B
0 92 8
35 65 35
40 0 100
45 0 100
50 92 8

Os resultados obtidos da analise CLAE da urina em mg/mL foram transformados
para resultado de massa (ng) apos multiplicar-se a concentracédo de C3G e C3R pelo

volume de urina em cada intervalo de tempo respectivo.

3.7. DETERMINACAO DA COR

A cor foi determinada por colorimetria tristimulo, em colorimetro CR-310 Minolta
(sistema L*, a*, b*). Nesta representacdo L* indica o fator brilho, a* e b* séo
coordenadas de cromaticidade, que indicam a intensidade do vermelho e do amarelo,
respectivamente.

A colorimetria tristimulo simula transformacdes fisicas que acontecem no sistema
visual humano. O colorimetro emite um feixe de luz sobre a amostra, o qual se

decompde em trés partes distintas, L, a e b, que se dirigem cada uma, a um fotossensor
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acoplado a um filtro 6tico especifico. A representacdo de L, a e b corresponde a visdo
humana, a percepcéo e a interpretacao das diferencas de cor.

A determinacgéo da cor foi feita nas amostras de fezes de todos os voluntérios e
de todos os 4 tempos de coleta (antes e apds o almoco do primeiro e segundo finais de
semana). Vale ressaltar que a coleta de fezes realizada ap6s o consumo de acai foi a
de depois do almog¢o do domingo, do segundo final de semana.

Para a medida da cor, as amostras de fezes foram homogeneizadas e colocadas
sobre uma superficie branca, procedendo assim com a leitura. Para a expressao dos
resultados, foram feitas subtracées de cada coordenada (L*, a* e b*) entre as coletas
apos o almoco e antes do almoco de cada final de semana. Os resultados foram

analisados a partir dos dois valores de cada fim de semana resultantes da subtracéo.

3.8. ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada através do software STATISTICA® (StatSoft,
Inc) versédo 7.0. A evolucdo da capacidade antioxidante do plasma, urina e fezes e o
teor de C3G e C3R foram avaliados por meio do teste de Tukey (p<0,001, p<0,05 ou

p<0,1). Todos os valores foram expressos como média + desvio padréo.

73



4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. CARACTERIZACAO DO ACAI

Os resultados das analises realizadas no acai utilizado no experimento sao
expressos na Tabela 5. O acai oferecido possuia 16,26% de matéria seca, 0 que o
classifica como acai do tipo grosso (BRASIL, 2000).

A ingestdo de 500 mL de acgai forneceu 355 mg de antocianinas para cada
voluntério. Este valor encontra-se dentro dos valores observados na literatura para
experimentos relacionados a biodisponibilidade de antocianinas. Netzel e colaboradores
(2001) forneceram 153 mg de antocianinas totais a quatro voluntarios, enquanto
Mulleder e colaboradores (2002) forneceram 1,9 g de antocianinas totais a 16

voluntarios.

Tabela 5. Caracterizagdo do acai grosso ministrado aos voluntarios no segundo fim de
semana.

Analise Resultado
Matéria Seca 16,26%
709 mg/L (83,8 mg/L C3G e
625,2 mg/L C3R)
Polifendis Totais 3.773 mgeac/L
ORAC 145.735 pmolgr/L

Legenda: EAG: Equivalente em acido galico; ET: Equivalente Trolox; C3G: cianidina-3-glicosideo; C3R:
cianidina-3-rutinosideo.

Antocianinas

Como se pode observar por meio dos resultados encontrados na Tabela 5 foram
identificadas duas antocianinas no acai grosso: cianidina-3-glicosideo (C3G) e
cianidina-3-rutinosideo (C3R) (Figura 18). No estudo realizado por Lichtenthaler e
colaboradores (2005) a andlise de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao
espectrometro de massa (CLAE-MS) apontou duas diferentes antocianinas nos frutos
de acai em quantidades consideraveis e outras em menores concentracdes. As duas
principais antocianinas foram identificadas como C3G e C3R, confirmando os
resultados encontrados neste estudo. Uma das antocianinas em menores
concentracoes foi identificada como peonidina-rutinosideo.

Dentre os 355 mg de antocianinas totais contido em 500 mL de acai, 41,9 mg

foram de C3G e 312,6 mg de C3R. Isto significa dizer que o acai da pesquisa continha
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11,82% de C3G e 88,18% de C3R. Esta proporcdo maior de C3R esta de acordo com
dados encontrados na literatura. No trabalho realizado por Lichtenthaler e
colaboradores (2005) uma das duas amostras de acai grosso apresentou 95 mg/L de
antocianinas, sendo que 80% corresponderam a concentracdo de C3R e 20% de C3G.
Neste mesmo trabalho, a outra amostra, com concentracdo de 463 mg/L de
antocianinas, apresentou uma proporcéao de 98,5% de C3R e apenas 1,5% de C3G.

Pacheco-palencia e colaboradores (2007) obtiveram uma proporgéo de 27,07%
de C3G e 72,93% de C3R, enquanto que no trabalho de Schauss e colaboradores
(2006) a proporcéo foi de 37,7% de C3G e 62,3% de C3R.

HO
OH ~
OH -
N HO
~ OH
-~ FH:'.
OH 02 OH HsC o7 ©
OH HO
A CH,0H B HO

Figura 18. Estrutura quimica das duas antocianinas encontradas no acai: (A) cianidina-
3-glicosideo e (B) cianidina-3-rutinosideo.
Fonte: Tian e colaboradores (2006).

A Figura 19 apresenta o cromatograma obtido por CLAE que mostra as duas

antocianinas presentes no acgai.
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Figura 19. Cromatograma do acai grosso consumido pelos voluntarios participantes da
pesquisa no segundo fim de semana apos o almogo (A=515 nm).

A quantidade de polifendis totais foi de 3.773 mgeac/L, observando que as
antocianinas representavam cerca de 20% dos compostos fendlicos encontrados.

A capacidade antioxidante quantificada por meio da metodologia ORAC resultou
em um valor de 145.735 pmolgr/L (145,7 pmolgr/g), confirmando que o acai € um
alimento rico em antioxidantes. De fato, pode-se comparar esse valor com aqueles de
outros alimentos conhecidos, tais como as ameixas (62,4 umolgr/g), morangos (35,8
pnmoler/g), groselhas pretas (62,2 umolgtr/g), os legumes rabanete (9,5 umolegt/g), batata
(de casca vermelha) (13,2 pmolgt/g), cenoura (12,2 pmolgr/g), brécolis (15,9 pmolgr/g),
as améndoas (44,5 umolgr/g), pistache (79,8 umolgr/g), as frutas secas: tamara (39,0
pmolet/g), uva passa (30,4 pmolgr/g), ameixa (85,8 umolgr/g), e o farelo de arroz (242,9
pmoler/g) (WU et al., 2004). O valor obtido pelo agai destaca-se em relagdo aos demais

alimentos relacionados, sendo apenas superado pelo farelo de arroz.
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4.2. PLASMA
4.2.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os resultados obtidos por CLAE demonstram que nao foi possivel identificar os
compostos fendlicos do acai nas amostras de plasma dos voluntarios. Isto significa que
as quantidades presentes no plasma encontravam-se abaixo do limite de deteccéo e
guantificacdo (1,03 e 3,31 ng/mL para C3G e 1,13 e 3,65 ng/mL para C3R,
respectivamente) do equipamento utilizado neste trabalho, mostrando que ocorreu uma
baixa absorcdo desses compostos fendlicos.

Os valores destes limites encontram-se acima de alguns trabalhos que
guantificaram compostos fenolicos em plasma humano. No experimento de Mulleder e
colaboradores (2002), os limites de deteccédo e quantificacdo calculados foram 0,26 e
0,77 ng/mL, respectivamente. Porém, neste trabalho utilizou-se a espectrometria de
massa como ferramenta para a quantificacdo de antocianinas.

Sabe-se que alguns desses compostos fendlicos apresentam uma baixa
absorcdo, como é o caso das antocianinas, porém dados encontrados na literatura
mostram que é possivel fazer a identificacdo e quantificacdo desses compostos, tanto
na forma intacta quanto na forma de metabalitos.

No estudo realizado por Mullen e colaboradores (2004), 6 voluntarios
consumiram 270 g de cebolas vermelhas fritas. Os resultados mostraram a presenca de
guercetina na sua forma aglicona, quercetina sulfato, quercetina glicosideos, metil
guercetina monoglucuronideos, entre outros, no plasma dos voluntarios. Neste estudo a
espectrometria de massa foi utilizada como ferramenta para a identificacdo desses
compostos.

Mazza e colaboradores (2002) forneceram 100 g de um suplemento de
“blueberry” contendo 1,2 g de antocianinas a cinco voluntarios. Os resultados
mostraram que foi possivel identificar e quantificar diversos tipos de antocianinas no
soro, entre elas a cianidina-3-glicosideo (0,52 a 0,91 ng/mL); malvidina-3-galactosideo
(1,59 a 3,68 ng/mL) e delfinidina-3-arabnosideo (0,38 a 0,84 ng/mL). Neste estudo, as
antocianinas foram identificadas por CLAE, utilizando o tempo de retencdo e o0s

espectros de absorgcédo UV-VIS.
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4.2.2. Capacidade Antioxidante

Diretrizes nutricionais sugerem que o aumento do consumo de alimentos ricos
em nutrientes antioxidantes podem diminuir ou prevenir o risco de varias doencas
causadas pelo estresse oxidativo. Portanto, 0 aumento na capacidade antioxidante do
plasma ou do soro tem sido proposto como um método para prevenir o
desenvolvimento de cancer, doencas cardiovasculares, diabetes e outras doencas
(KAY; HOLUB, 2002).

No presente trabalho, a capacidade antioxidante do plasma foi avaliada por meio
da metodologia ORAC. O grafico da Figura 20 apresenta as médias e os desvios dos
valores ORAC entre os 6 voluntarios participantes da pesquisa, apos a ingestao de acai

grosso no segundo fim de semana.
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Figura 20. Valores médios ORAC do plasma dos 6 voluntarios antes e 6 horas apos o
consumo de acai grosso no segundo fim de semana do experimento. As barras
representam o desvio padréo das médias.

O ponto O refere-se a coleta de sangue realizada antes da ingestdo de acai
(antes do almoco). Os demais pontos fazem referéncia as coletas apdés o consumo de

acai.
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Por meio da analise do grafico é possivel observar um sutil aumento da
capacidade antioxidante plasmatica do tempo O (antes do consumo de acai, quando a
média do valor ORAC é de 10.974 +2.022 umol ET/L) para os demais (ap0ds 0 consumo
de acai, quando chega a se obter o valor médio de 14.309 + 4.345 pumol ET/L no tempo
4h). Porém, devido aos altos desvios, a analise estatistica realizada por meio do teste
de Tukey (Tabela 6) demonstra que o tempo ndo é uma variavel estatisticamente

significativa.

Tabela 6. Média e desvio padrdo dos valores de ORAC do plasma dos 6 voluntarios
pelo intervalo de tempo no segundo fim de semana (com o consumo de agai) e
resultados do teste de Tukey.

Tempo de coleta (h) ORAC (umol ET/L)
0 10.974 +2.022°%

0,5 14.319 + 4.968%

1 13.609 +5.932°%

2 13.499 +5.521°

3 12.989 +2.674%

4 14.309 + 4.345°%

6 11.766 + 2.430°

Os valores seguidos de uma mesma letra na mesma coluna ndo sdo significativamente diferentes
(p>0,1).

No estudo realizado por Sampaio (2006) ndo foi observado um aumento
significativo nos valores ORAC do plasma de voluntarios humanos no periodo de 28
dias com o consumo diario de acai (n=30), porém observou-se uma tendéncia ao
aumento. Os valores médios ORAC permaneceram numa faixa de, aproximadamente,
17.000 a 18.000 pmol ET/L no periodo de 28 dias do estudo.

As guantidades dos compostos fendlicos presentes em produtos derivados de
plantas da dieta humana, em particular vegetais, frutas, cha e vinho sdo geralmente
muito maiores que as quantidades de outros antioxidantes nesses alimentos, como por
exemplo, as vitaminas C, E e os carotenoides (VINSON et al., 2001; LOTITO; FREI,
2004; AABY et al., 2005).

Sabe-se que os flavondides sdo poderosos antioxidantes in vitro, porém apesar
dessa alta capacidade antioxidante in vitro, sua capacidade antioxidante in vivo é

limitada por diversos fatores. Primeiro, a absor¢cdo dos flavondides em humanos é
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baixa, em contraste com outros antioxidantes da dieta, como as vitaminas C e E. As
concentracdes plasmaticas maximas dos flavondides em humanos sao alcancadas
geralmente entre 1h e 3h apds o consumo de alimentos ricos em flavondides, sendo
que as antocianidinas apresentam-se em concentra¢cdes menores que 0,15 pM. Além
disso, o tempo de meia vida dos flavondides no plasma € pequeno, geralmente em
torno de algumas horas (WILLIAMSON; MANACH, 2005).

Entdo, todos estes fatores limitam a capacidade dos flavonéides atuarem como
antioxidantes no plasma in vivo, sendo talvez uma possivel explicacdo para a falta de
tendéncia observada nos resultados da analise ORAC.

Porém, muitos autores puderam detectar um aumento da capacidade
antioxidante plasmatica apdés o consumo de antocianinas. Mazza e colaboradores
(2002) investigaram a absorcéo de antocianinas em humanos ap0s o consumo de uma
refeicdo rica em gordura suplementada com “blueberries” liofilizadas. Das 25
antocianinas detectadas no fruto, 19 foram também encontradas no soro. Os autores
fizeram uma associagdo quantitativa deste aumento das antocianinas no plasma com o
aumento na capacidade antioxidante do soro.

O estudo realizado por Nielsen e colaboradores (2003) sugere que as
antocianinas ndo causam nenhum efeito antioxidante direto in vivo, que pode ser
medido pelos métodos TEAC e FRAP. Além disso, os autores ressaltam que nédo se
pode ignorar o fato de que as antocianinas podem ter mais propriedades antioxidantes
indiretas, por exemplo, nos lipideos plasmaticos, as quais podem ser responsaveis por
um possivel efeito protetor no desenvolvimento de aterosclerose.

A hipotese das antocianinas ligarem-se a fracdo lipidica também foi levantada
por Garcia-Alonso e colaboradores (2006). Os resultados deste trabalho sugerem que
os fendlicos do suco fornecido a 12 voluntarios humanos (286 mg de antocianinas, 176
mg de flavanois, 800 mg EAG de polifendis totais e 80 mg de &cidos hidroxicindmicos)
sao rapidamente absorvidos, chegam a corrente sanguinea e se ligam a fragéo lipidica
do soro.

Este pode ser outro motivo da falta de tendéncia de comportamento observada
para a capacidade antioxidante do plasma. Talvez a andlise apresentasse melhores

resultados se realizada sobre a fragdo LDL do plasma.
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4.3. URINA

4.3.1. Capacidade Antioxidante

Possiveis alteracdes na capacidade antioxidante da urina dos 6 voluntarios

participantes da pesquisa foram avaliadas por meio da metodologia ORAC. A partir dos

resultados obtidos apds andlise dos pontos coletados nos dois fins de semana, foi

calculada uma média entre os voluntérios pelo intervalo de tempo e esses valores estao

apresentados na forma de grafico (Figura 21). Foi aplicado o teste de Tukey objetivando

avaliar se havia diferencas estatisticamente significativas entre as meédias dos dois fins

de semana. Também se aplicou o teste de Tukey para analisar as diferencas entre 0s

valores médios de ORAC do segundo fim de semana (quando houve o consumo de

acai) (Tabela 7).
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Figura 21. Grafico dos valores médios de ORAC da urina dos 6 voluntarios no decorrer
dos intervalos de tempo indicados antes e apds o0 consumo de acai grosso. J: coleta
realizada nos voluntarios em jejum. As barras representam o desvio padrao das médias.
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O gréfico foi plotado com os valores do segundo fim de semana da pesquisa
(quando houve consumo de acai). O ponto J identifica a coleta de urina que aconteceu
guando os voluntarios ainda se encontravam em jejum. O ponto 0 faz referéncia a
coleta de urina que foi realizada logo ap6s o café da manha. A partir deste ponto, os
intervalos referem-se as coletas apds o almoco, sendo o consumo da bebida acai no
segundo fim de semana.

Com excec¢dao dos pontos J e 0 (p>0,1) — que séo aqueles referentes as coletas
antes do consumo de agai —, quando se compara os demais pontos de um mesmo
intervalo de tempo, observa-se que ha um aumento significativo entre os valores do
primeiro e do segundo fim de semana. Nos intervalos de 0-2h, 8-12h e 12-24h, o
aumento dos valores médios de ORAC do primeiro para o segundo fim de semana foi
de 133%; 188% e 259%, respectivamente, 0s quais sdo significativos a nivel de p<0,01.

No intervalo de 6-8h, a média do valor ORAC obtida para o primeiro e o segundo
fim de semana foi de 1.372+267 pumol ET/L e 3.584+1.690 umol ET/L, respectivamente,
resultando em um aumento de 161%, o qual é significativo a nivel de p<0,05.

As maiores diferencas entre os dois finais de semana ocorreram nos intervalos
de tempo de 2-4h e 4-6h, onde o consumo de acai acarretou um aumento de 515% e
426%, respectivamente, na capacidade antioxidante da urina avaliada através da

metodologia ORAC. Este aumento foi estatisticamente significativo a nivel de p<0,001.

Tabela 7. Média e desvio padrédo dos valores de ORAC da urina dos 6 voluntarios pelo
intervalo de tempo no segundo fim de semana (com o consumo de acai) e resultados
do teste de Tukey.

Intervalo de tempo (h) ORAC (umol ET/L)
J 2.188 +1.1112
0 2.575 + 1.4642
0-2 3.694 +1.3222
2-4 6.745 + 2.193%P
4-6 3.252 +1.208%
6-8 3.584 + 1.690%
8-12 8.661 + 3.599"
12-24 8.663 + 4.635"

Os valores seguidos de uma mesma letra na mesma coluna ndo sdo significativamente diferentes
(p>0,05).
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A partir da andlise do grafico da Figura 21 verificou-se que ha um aumento
perceptivel dos valores médios de ORAC nos pontos referentes aos intervalos de 2-4h,
8-12h e 12-24h ap6és a ingestdo de acgai grosso.

O teste de Tukey realizado permitiu constatar que os intervalos de tempo de 8-
12h e 12-24h néo diferiram entre eles, porém ambos foram estatisticamente diferentes
dos demais pontos de coleta (p<0,05), com excecao do intervalo de 2-4h, o qual ndo
diferiu de nenhum outro ponto, apesar do aumento observado.

Os altos desvios padrao observados sdo provenientes das variagdes nos valores
ORAC interindividuos. O voluntario A apresentou um valor ORAC de 2.073 umol ET/L
no segundo final de semana no intervalo de 12-24h, que é aproximadamente 4 vezes
menor que o valor médio, contrastando com o valor de 14.648 pmol ET/L do individuo C
neste mesmo intervalo e tempo. No intervalo de 8-12h, o voluntario F apresentou o
maior valor ORAC (15.000 umol ET/L) quando comparado aos demais voluntarios, que
permaneceram numa faixa de 5.300 a 10.500 pumol ET/L.

O aumento notado no intervalo de 2-4h é possivelmente relacionado aos
compostos fenodlicos que sofreram modificagdo no intestino delgado, quando ocorre
uma primeira etapa do metabolismo. Eles podem sofrer trés tipos de conjugacao:
metilacdo, sulfuronacdo e glucuronidacédo. Sabe-se que essa rapida excrecdo urinaria
desses compostos fendlicos pode ser explicada devido a formacdo de derivados
anidnicos por conjugacdo com glucuronideos e grupos sulfatos (SCALBERT et al.,
2002).

Em relacdo ao aumento observado nos intervalos de 8-12h e 12-24h, pode-se
levantar a hip6tese de um metabolismo posterior que acontece no figado, onde
novamente os compostos fendlicos passam pelos processos de metilacéo, sulfuronacéo
ou glucuronidacgéo.

Além disso, alguns desses flavondides podem ser degradados pelas bactérias do
coélon, sendo transformados em acidos fenolicos menores, 0s quais podem assim ser
absorvidos, sendo que o destino da maioria desses metabdlitos € a excrecdo renal
(SPENCER, 2003).

Diferentemente dos resultados obtidos no presente trabalho, um estudo realizado

por Mertens-Talcott e colaboradores (2008) mostrou que ndo houve um aumento
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significativo na capacidade antioxidante da urina apds o consumo da polpa de acai e de
acai clarificado, em relacdo ao grupo controle (dieta sem antioxidantes). Além disso,
foram observados efeitos antioxidantes no plasma dos voluntarios ap6s o consumo de
polpa de acai.

Porém, existem estudos que demonstram que ocorreu um aumento na
capacidade antioxidante da urina apds o consumo de antioxidantes de frutas. Garcia-
Alonso e colaboradores (2006) avaliaram o efeito a curto prazo de um suco rico em
fendlicos feito a partir de uva e “berries” no status antioxidante de um grupo composto
por 12 voluntarios humanos que consumiram 400 mL de suco (286 mg de
antocianinas). Eles avaliaram o teor de compostos fendlicos totais e a capacidade
antioxidante pelo método FRAP na urina. Os resultados mostraram que houve um

aumento da capacidade antioxidante na urina.

4.3.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Os resultados da analise de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
permitiram verificar que no primeiro fim de semana do experimento ndo havia presenca
de antocianinas na urina de nenhum voluntario.

No segundo fim de semana do experimento foi possivel observar a presenca das
duas antocianinas: a cianidina-3-glicosideo e a cianidina-3-rutinosideo (Figura 18) na
urina dos voluntarios. A Figura 22 apresenta o cromatograma obtido para um dos

voluntarios da pesquisa.
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Figura 22. Cromatograma obtido a 515 nm da amostra de urina de um dos voluntarios
da pesquisa no segundo fim de semana, no intervalo de 2-4 horas apés o consumo de
acai grosso.

Como as mesmas antocianinas encontram-se também no suco (Figura 18), a
principio pode-se levantar a hipotese que elas foram absorvidas de forma intacta pelo
organismo. Este tipo de absorcdo é possivel gracas ao mecanismo de absorcdo da
forma glicosidica pela interacdo com o transportador de glicose dependente de sodio
(SGLT1) (GEE et al., 2000), sendo que apo0s serem absorvidas, as antocianinas séo
distribuidas para a corrente sanguinea. Este dado est4 de acordo com o obtido por Cao
e colaboradores (2001), onde foram detectadas cianidina-3-sambubiosideo e cianidina-
3-glicosideo na urina e plasma de mulheres que ingeriram extrato de “elderberry”.

Uma outra explicagdo para o fato de ndo terem sido encontrados metabdlitos &
que estes podem ser muito instaveis e extensivamente degradados quando amostras
de urina acidificada sdo congeladas para armazenamento, conforme foi constatado na
pesquisa de Felgines e colaboradores (2003).

As Figuras 23 e 24 apresentam um grafico com a massa de C3G e C3R,
respectivamente, ao longo de 24 horas apés o consumo de acai. Para a analise
estatistica foi aplicado o teste de Tukey sobre as médias da massa de C3G e C3R dos

6 voluntarios pelo intervalo de tempo especificado (Tabela 8).
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Figura 23. Massa de C3G na urina antes e em intervalos de tempo de até 24 horas
apos a ingestao de acai grosso no segundo fim de semana do experimento. Os valores

correspondem a média + desvio padrdo dos 6 voluntarios. As barras representam o
desvio padrao das médias.
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Figura 24. Massa de C3R na urina antes e em intervalos de tempo de até 24 horas
apos a ingestao de acai grosso no segundo fim de semana do experimento. Os valores

pY

correspondem a média + desvio padrdo dos 6 voluntarios. As barras representam o
desvio padrao das médias.

Observa-se nos gréaficos das Figuras 23 e 24 que ha um aumento na massa das
antocianinas no periodo de 2-4h apds o consumo da bebida, quando a excre¢do é
méaxima. Esta rapida excrecdo também foi observada em outros dados da literatura.

Os altos desvios padrdo observados nos graficos sédo oriundos de grandes
variac6es nos valores de massa das duas antocianinas dentro do grupo. Numa analise
de cada individuo separadamente, observou-se que o voluntario B apresentou uma
excrecdo mais rapida que os demais, devido aos mais altos valores encontrados nos
dois primeiros intervalos apés a ingestao de acai grosso.

Para a C3G estes valores foram de 1.627 ng e 5.868 ng e para a C3R estes
valores foram de 9.050 ng e 37.332 ng, nos intervalos de 0-2h e 2-4h, respectivamente.
Ja no intervalo de tempo seguinte (4-6h), o individuo B apresentou o menor valor de
massa excretada das duas antocianinas dentro do grupo (271 ng de C3G e 2.407 ng de
C3R).
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Tabela 8. Média e desvio padréo dos valores de C3G e C3R da urina dos 6 voluntarios
pelo intervalo de tempo no segundo fim de semana (com o consumo de acai) e
resultados do teste de Tukey.

Intervalo de tempo (h) C3G (ng) C3R (ng)
0-2 813 + 4512P 4.558 +2.993P°¢
2-4 2.195 +1.8632 14.778 + 11.304%¢
4-6 1.607 +1.173%" 12.660 + 7.739°%¢
6-8 998 + 548%P 8.832 + 5.2642Pcd
8-12 506 + 290" 4.025 + 2.845°°
12-24 569 +511° 2.447 + 1.692°

Os valores seguidos de uma mesma letra na mesma coluna ndo sdo significativamente diferentes
(p>0,1).

Os resultados da analise estatistica da Tabela 8 permitem afirmar que o aumento
da excrecdo de C3G no periodo de 2-4h foi estatisticamente diferente (p<0,1) da
concentracdo nos intervalos de 8-12h e 12-24h, quando a excrecao alcancga niveis mais
baixos.

No caso da C3R, o aumento da concentracdo observado no intervalo de tempo
de 2-4h foi estatisticamente diferente dos intervalos de 0-2h (p<0,1), 8-12h (p<0,1) e 12-
24h (p<0,05), quando a concentracdo de C3R na urina atinge niveis mais baixos se
relacionada aos demais pontos.

No estudo realizado por Tian e colaboradores (2006), a excrecdo urinaria das
antocianinas alcancou uma concentracdo maxima no periodo de 4-8h ap6s o0 consumo
diario de 45 g de “black raspberries” liofilizadas por 1 semana. Milbury e colaboradores
(2002) em um estudo realizado com 4 mulheres, obtiveram a excrecdo maxima de
antocianinas no periodo de 0-2h apos o consumo de 720 mg de antocianinas de
“elderberry”. Milleder e colaboradores (2002) verificaram que a excrecdo maxima das
antocianinas de “elderberry” ocorreu de 1h a 3h postprandial.

De acordo com os resultados apresentados, observa-se que as duas
antocianinas tiveram o maximo de excrecdo no mesmo intervalo de tempo apos o
consumo de acai (2-4h). Existem trabalhos que relatam que as antocianinas glicosideo
sdo absorvidas e excretadas mais rapidamente que as antocianinas rutinosideo
(NIELSEN et al., 2003). Porém, no presente estudo constata-se que as diferencas das

moléculas de aclcar que estéo ligadas a cianidina ndo influenciaram na sua excrecao.
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Neste intervalo foi quantificada uma massa média entre os voluntarios de 2.195 +
1.863 ng C3G e 14.778 + 11.304 ng C3R. Isto leva a poder afirmar que 39,47% e
39,28% do total excretado de C3G e C3R, respectivamente, foi no periodo de 2-4
horas.

Apés este intervalo de tempo, observa-se uma queda progressiva na
concentracdo de C3G e C3R na urina dos voluntarios. Isto demonstra que apesar das
antocianinas serem absorvidas em quantidades pequenas, esta absorcdo acontece de
forma rgpida pelo organismo humano. Varios estudos mostram que as antocianinas sao
rapidamente absorvidas no estdmago (PASSAMONTI et al., 2003; TALAVERA et al.,
2003) e intestino delgado (TALAVERA et al., 2004), porém o mecanismo de absor¢io
ainda néo esté elucidado.

A excrecdo urinaria das antocianinas na sua forma intacta apdés o consumo de
acai grosso foi muito baixa. Menos de 0,02% da quantidade ingerida de antocianinas foi
excretada nesta forma. No periodo de 24 horas, os valores meédios do total das
antocianinas excretadas da urina foram de 6.688 + 2.884 ng C3G e 47.299 + 16.559 ng
C3R, os quais correspondem, respectivamente, a 0,016% e 0,015% da quantidade total
ingerida pelos voluntarios, fornecendo um valor de 0,0152% de antocianinas totais.

Vale ressaltar que é possivel que parte dessas antocianinas encontra-se em sua
forma degradada ndo sendo possivel fazer sua identificacéao.

A maioria dos estudos realizados acerca das antocianinas demonstra uma baixa
excrecdo urinaria relativa, variando de 0,004% a 0,1% da quantidade ingerida
(MANACH et al., 2005).

No estudo realizado por Netzel e colaboradores (2005), oito voluntarios ingeriram
suco de “elderberry” contendo cianidina-3-sambubiosideo e cianidina-3-glicosideo em 3
diferentes concentragdes. Os valores médios das antocianinas totais encontradas na
urina desses voluntarios apdés um periodo de 7 horas variaram de 0,033% a 0,040% de
acordo com a dose ingerida.

Em um outro trabalho de farmacocinética das antocianinas da dieta, observou-se
gue apos o consumo de uma dose Unica de suco de uva vermelha e vinho tinto, a
excrecao urinaria das antocianinas totais durante 7h foi de 0,23% e 0,18% da dose

administrada, respectivamente (FRANK et al., 2003).
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Essas diferencas podem ser justificadas pelo fato de que a disponibilidade das
antocianinas pode variar de acordo com a fonte das mesmas (NIELSEN et al., 2003).
Além disso, a taxa de absorcao das antocianinas parece variar também de acordo com
a natureza do acgUcar que esté ligado a molécula e da aglicona, sendo estes fatores
determinantes para a absorcdo e excre¢do de antocianinas em humanos e ratos
(MCGHIE et al., 2003).

Por meio de dados da literatura, sabe-se que as antocianinas sdo pouco
absorvidas pelo organismo. Mazza e colaboradores (2002) relataram que somente
0,002% a 0,003% de antocianinas estavam presentes no plasma humano 3 horas apés
a administracdo de extrato de “blueberry”. Hassimotto e colaboradores (2008) relataram
gue apenas 0,11% da quantidade inicial de antocianinas de um extrato “wild mulberry”
administrado em ratos Wistar foi detectado apés 8 horas.

Entdo, apesar de ter sido verificada a excrecdo destes compostos, sabe-se por
meio de dados da literatura que os mesmos sdo pouco absorvidos pelo organismo
humano, sendo que estes valores encontrados da excrecdo urinaria das antocianinas
do acai estdo dentro dos valores apresentados pela literatura.

Apesar da baixa absorcdo dos compostos fendlicos, o estudo realizado por
Sampaio (2006) obteve resultados que sugerem que o consumo de acai possui efeitos
anti-ateroscleréticos através da inibicdo substancial da peroxidacdo das LDL em

humanos.
4.4. FEZES

4.4.1. Capacidade Antioxidante

Para avaliar a evolugdo da capacidade antioxidante das fezes foram realizadas
as andlises ORAC (Figura 25), TEAC (Figura 26), PT (Figura 27) e DPPH (Figura 28). A
fim de analisar estatisticamente os resultados obtidos foi aplicado o teste de Tukey,
conforme o apresentado na Tabela 9. Os valores mostrados na tabela séo referentes as

meédias entre os 6 voluntarios no intervalo de tempo especificado.

90



Tabela 9. Média e desvio padrdo dos valores de ORAC, PT, TEAC e DPPH das fezes
dos 6 voluntarios pelo tempo nos dois fins de semana (sem e com o0 consumo de acai)
e resultados do teste de Tukey.

oo ORAC* PT* TEAC** DPPH*
(umol ET) (mg) (mmol ET) (mmol ET)

1° fim de A.A 1.053 + 5782 106 + 562 138 + 52° 195 + 1117
semana D.A 1.147 + 6332 124 + 522 186 + 652 232 + 1532
2° fim de A.A 1.259 + 10692 127 + 852 183 + 892 231 + 1672
semana D.A 3.374 +2364° 351 +283° 518 + 332° 814 + 721°

Os valores seguidos de uma mesma letra na mesma coluna ndo sao significativamente diferentes.
*p<0,1; **p<0,05. A.A: antes do almoco; D.A: depois do almogo. A ingestdo de agai grosso ocorre apds o
almoco do segundo final de semana.

A analise de cada voluntario separadamente mostrou que o individuo E
apresentou 0os menores valores para as 4 analises de capacidade antioxidante apés o
consumo de acai (segundo final de semana apds o almoco): 749 umol ET de ORAC;
93mg de PT; 130 ymol ET de TEAC e 140 umol ET de DPPH.

Os resultados apresentados nos graficos das Figuras 25, 26, 27 e 28 mostram
um comportamento padréo da capacidade antioxidante das fezes. Em todas as analises
observa-se que ha um aumento acentuado da capacidade antioxidante apés o consumo

de acai (2° final de semana apds o consumo de acai).
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Figura 25. Valores médios ORAC das fezes dos 6 voluntarios sem e com o consumo de
acai grosso. A ingestdo de acai grosso ocorreu apos o almogo do segundo final de

semana. As barras representam o desvio padrédo das médias.

No grafico da Figura 25 € possivel observar que os valores inicialmente

encontrados proximos a 1.100 umol ET (antes do consumo de acai) aumentaram para

3.374 £ 2.364 umol ET ap6s o almoc¢o do segundo final de semana, quando ocorre a

ingestado de acai grosso. O teste de Tukey (Tabela 9) realizado permite afirmar que este

aumento do valor ORAC apds o consumo de acai, em relacdo ao restante dos valores

ORAC, é estatisticamente significativo (p<0,1), apesar dos altos valores de desvio

padrao observados.
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Figura 26. Valores médios TEAC das fezes dos 6 voluntarios sem e com o consumo de
acai grosso. A ingestdo de acai grosso ocorreu apos o almogo do segundo final de

semana. As barras representam o desvio padrdo das médias.

Em relacdo aos valores da capacidade antioxidante avaliada pelo método TEAC

observa-se que valores abaixo de 190 (antes da ingestdo de acai) aumentam para 518

+ 332 umol ET apds o consumo de acai grosso. Apesar dos altos valores de desvios

padrao encontrados, o teste de Tukey realizado confirma que este aumento do segundo

final de semana apdés o almoco (com o consumo de acai grosso) em relacdo aos

demais pontos (antes do consumo de acai grosso) € estatisticamente significativo

(p<0,1), conforme pode ser observado na Tabela 9.
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Figura 27. Valores médios de polifendis totais (PT) das fezes dos 6 voluntarios sem e
com o0 consumo de agai grosso. A ingestao de agai grosso ocorreu apés o almocgo do
segundo final de semana. As barras representam o desvio padrdo das medias.

O grafico dos polifenéis totais (Figura 27) mostra a mesma tendéncia de

comportamento: o aumento dos valores de polifendis totais apdés a ingestdo de acai

grosso pelos voluntarios. Antes do consumo de acai grosso observam-se valores de

aproximadamente 119 mg de polifendis totais, que aumentam para 351 + 283 mg PT.

O teste de Tukey (Tabela 9) mostra que este aumento em relagcdo aos demais pontos é

estatisticamente significativo (p<0,05).
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Figura 28. Valores médios DPPH das fezes dos 6 voluntarios sem e com o consumo de
acai grosso. A ingestdo de acai grosso ocorreu apos o almog¢o do segundo final de
semana. As barras representam o desvio padrdo das médias.

Os valores de DPPH seguem a mesma tendéncia de comportamento das demais
andlises. No primeiro final de semana antes do almogo observa-se um valor de 195 +
111 umol ET que aumenta para 814 + 721 umol ET apds a ingestao de acai grosso
(segundo final de semana ap6s o almogo). A andlise estatistica realizada por meio do
teste de Tukey (Tabela 9) permite afirmar que novamente h& uma diferenca
estatisticamente significativa (p<0,1) entre os pontos sem 0 consumo de acai e apés a
ingestédo da bebida, apesar dos altos desvios apresentados dentro do grupo.

No presente estudo, os voluntarios ingeriram 355 mg de antocianinas totais em
500 mL de acai. De acordo com dados encontrados na literatura pode-se afirmar que
este fruto € rico também em outros compostos fenodlicos (Tabelas 1 e 2), o que é
confirmado pelo resultado encontrado para a anélise de polifendis totais neste trabalho,
ja que as antocianinas correspondem a apenas 20% deste valor.

Sabe-se que o0s compostos fendlicos sdo parcialmente metabolizados pelas

bactérias do trato intestinal humano (SCALBERT et al., 2002). Entdo o aumento
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observado no segundo final de semana apés o almog¢o (quando ha a ingestdo de acai
grosso pelos voluntarios) pode ser atribuido tanto & presenca de compostos fendlicos
do acai quanto a presenca de possiveis metabdlitos destes.

As antocianinas podem ser convertidas em metabdlitos ainda ndo detectados,
como por exemplo, gases (WALLE et al., 2001) ou ainda podem ser degradadas antes
gue acontecam as alteracdes resultantes da acdo de bactérias devido a instabilidade do
carbinol em meio alcalino (CLIFFORD, 2000).

Os resultados obtidos por Aura e colaboradores (2005) mostram que as
antocianinas podem ser transformadas pelas bactérias presentes no colon em
compostos fenolicos menores ou conjugados da aglicona, dos quais as implicagbes na
saude sdo pouco caracterizadas. Tanto os efeitos locais no colon quanto os efeitos
sistétmicos no corpo humano devem ser estudados levando em consideracdo as

mudancas nas estruturas devido a acdo das bactérias do colon.

4.4.2. Anélise de Colorimetria Tristimulo

Na Tabela 10 esta apresentado o valor médio entre os voluntarios de AL, Aa, Ab.
Em relacdo a coordenada referente a luminosidade (AL) pode-se afirmar que houve
uma diminuicdo dos valores ap6s a ingestdo de acai grosso, mostrando que a
luminosidade das amostras sofreu uma reducdao.

Nesta andlise, optou-se por trabalhar com diferenca de cor para avaliar com
maior precisao qual a contribuicdo da bebida acai para a diminuicdo ou aumento dos

valores das coordenadas com as quais se trabalhou.

Tabela 10. Média e desvio padrdo das coordenadas de cor das fezes dos 6 voluntarios
pelo tempo nos dois fins de semana (sem e com o0 consumo de acai) e resultados do
teste de Tukey.

Tempo AL* Aa Ab**
1° fim de semana 2,170 +1,5912 -0,092 +1,222% 2,917 +2,2702
20 fim de semana -5,430 + 8,218" -1,085 + 11,3922 7,470 +10,26"

Os valores seguidos de uma mesma letra na mesma coluna ndo sao significativamente diferentes.
*p<0,1; **p<0,05.
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O valor L* corresponde a medida da luminosidade, que varia do completamente
opaco (ou preto), ao qual € atribuido o valor 0, ao completamente transparente (ou
branco), ao qual é atribuido o valor 100; a* € a medida do vermelho (-a* corresponde ao
verde) e b* do amarelo (-b* corresponde ao azul) (Figura 29). Por meio da analise da
Tabela 11, observa-se que apds o consumo de acgai houve uma diminuicdo dos valores
de AL de 2,170+1,591 para -5,430+8,218, indicando que apesar deste material biol6gico
ja apresentar uma tendéncia para uma colora¢do opaca, o consumo da bebida provoca
um aumento da opacidade, aproximando para uma coloracao preta, ja que o0 acai € um
fruto de cor escura devido a presencga das antocianinas.

Em relacdo a coordenada Aa (que varia do verde ao vermelho), nao houve
variacao estatisticamente significativa (p>0,1), conforme pode ser observado pelo teste

de Tukey.

amarelo
+b

a +a
verde vermelho

-b
azul

Figura 29. Diagrama de cromaticidade a*, b*.
Fonte: SILVA (2002).

A coordenada que indica a variagcdo do amarelo ao azul (Ab) apresentou uma
diferenca estatisticamente significativa a nivel de p<0,05 entre as amostras sem e com
0 consumo de acai. Observou-se uma diminuicdo dos valores de Ab no segundo fim de
semana, indicando que a amostra se afasta da regido do amarelo, adquirindo uma

coloracao que tende para o azul. Esta tendéncia acontece devido ao pH das fezes, que
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€ na faixa de 6,4, conforme o estudo de Burigo e colaboradores (2007), no qual foram
realizadas medidas de pH das fezes de 25 pacientes.

O pH tem um efeito ndo somente sobre a forma quimica das antocianinas, mas
também sobre sua cor e estabilidade. O cétion flavilio € estavel em condi¢Bes acidas,
em pH inferior a 2. A elevacdo do pH para uma faixa de 2-4 provoca a perda de um
primeiro préton dessa estrutura, que adquire principalmente a forma de uma base
quinoidal de cor purpura clara, que perde um segundo proton para formar uma base
ionizada de cor azul escuro (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). Entdo, esta variacéo
de pH e, consequentemente, a mudanca na estrutura das antocianinas, explica porque
as fezes aproximaram-se da regido azul, adquirindo dessa forma, uma coloracdo mais

escura.
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5. CONCLUSOES

O acai grosso utilizado neste trabalho apresentou caracteristicas que permitem
afirmar que esta matéria-prima possui alta capacidade antioxidante, bem como elevado
conteudo em compostos fendlicos, especialmente, antocianinas.

A absorcdo dos compostos fendlicos no plasma esteve abaixo dos limites de
deteccdo e quantificacdo do equipamento, ndo sendo possivel identificd-los e
guantifica-los.

A andlise da capacidade antioxidante plasmatica por meio da metodologia ORAC
mostrou que ndo ha nenhuma diferenca significativa entre os valores antes e apds o
consumo de acai.

A andlise ORAC da urina mostrou que apds o consumo de acai houve um
aumento na capacidade antioxidante dos intervalos de 2-4h, 8-12h e 12-24h apds o
consumo de acai, porém apenas os intervalos de 8-12h e 12-24h foram significativos
(p<0,01) em relacdo aos demais, sendo que eles ndo diferiram entre si.

A concentragdo de C3G e C3R na urina foi maxima no periodo de 2-4h apds o
consumo de acai, demonstrando uma rapida excrecdo desses compostos.

As anélises de ORAC, TEAC, PT e DPPH mostraram que houve um aumento
significativo na capacidade antioxidante das fezes apds o consumo de agai.

A analise de cor realizada nas fezes mostrou que apés o consumo de acai,
essas amostras biolégicas adquiriram uma coloracdo que se aproxima da regido

correspondente ao azul, devido a presencga dos pigmentos antocianinas.
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6. PERSPECTIVAS

Em trabalhos futuros, seria interessante que seja feita uma coleta de maior
volume de plasma, permitindo assim que as substancias presentes no mesmo sejam
detectadas e quantificadas por CLAE. Também se deve tentar aplicar uma metodologia
diferente da que foi utilizada no presente trabalho, no que se refere a extragcdo em fase
solida e das solugdes e gradientes utilizados na técnica CLAE. E importante também
gue a andlise de capacidade antioxidante por meio da metodologia ORAC seja
realizada na fracdo LDL do plasma, pois ja existem estudos presentes na literatura que
levantam a hipotese de que as antocianinas ligam-se a fragéo lipidica plasmética.

Outra sugestdo seria a de se fazer um estudo mais voltado para as fezes, em
termos da microflora colonial, pois se sabe que alguns microrganismos podem provocar
alteracbes nos compostos fendlicos, convertendo-os em outras substancias, tais como
fendlicos simples. Além disso, os proprios compostos fendlicos acarretam em
alteracfes na composicao da microflora colonial. Entdo seria interessante abordar estes
dois aspectos que relacionam o0s compostos fenolicos com 0s microrganismos
presentes no intestino grosso.

E muito importante também que se faca uma analise das fezes em CLAE-MSxMS
antes e apdés o consumo de acai para que seja estudado o perfil das substancias
encontradas, se elas apresentam-se na forma intacta, aglicona ou como metabdlitos, e
gue tipo de metabdlito seria, pois dessa maneira seria mais facil predizer as reacdes
metabdlicas que acontecem no organismo (metilagéo, sulfuronacdo ou glucuronidacao).

Na urina é importante que se aplique uma metodologia mais sensivel para a
deteccdo de metabdlitos por meio de CLAE, pois no presente trabalho foram
identificadas apenas as formas glicosiladas intactas, que também estdo presentes nos
frutos do acaizeiro. Porém elas correspondem apenas a uma pequena quantidade do
total encontrado nos frutos. Resta elucidar que tipo de reacéo aconteceu com 0S outros
compostos fendlicos e/ou qual o caminho metabdlico percorrido por eles.

Para isto é importante que se utilize a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa, pois esta € uma técnica mais sensivel, tornando a

identificacdo dos compostos fendlicos mais precisa.
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O acai é um fruto rico em substancias protetoras, os compostos fendlicos, que
entre outras funcdes, atuam como antioxidantes, porém os efeitos dos componentes
alimentares sado dependentes de seu comportamento no trato digestivo. Por esse
motivo este trabalho tem como objetivo avaliar a absorcdo e excrecdo desses
compostos do acai, além da evolugédo na capacidade antioxidante, em humanos.

Esta pesquisa sera dividida em dois finais de semana, sendo que havera
consumo de acai somente no segundo fim de semana.

Ao longo do dia e na manha do dia seguinte, seréo realizadas coletas de sangue
(por profissional experiente e com garantia de uso de material descartavel, portanto ndo
oferecendo risco aos participantes da pesquisa), urina e fezes, além da verificacdo de
peso dos voluntérios.

As coletas acontecerdo nas dependéncias do Laboratério Dr. Paulo Azevedo,
onde os voluntarios deverdo chegar em jejum de 12 horas, em horario que sera
previamente agendado. Serdo fornecidos aos voluntarios todas as refeicdes ao longo
do dia: café da manha, almoco, lanche e jantar.

Os resultados das andlises realizadas serdo entregues aos participantes em seu
local de trabalho ou em sua residéncia, tendo garantia de sigilo por parte do
pesquisador.

Os voluntarios serdo livres para participar desta pesquisa, assim como para

retirar-se a qualquer momento, sem qualquer represalia.

Camila Travassos da Rosa Moreira Bastos

Universidade Federal do Para

Instituto de Tecnologia

Curso de Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
Telefone para contato: 3201-7456/8114-8407

e-mail: cmbastos@ufpa.br



CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro que li as informacgOes acima sobre a pesquisa e que me sinto perfeitamente
esclarecido sobre o conteiddo da mesma, assim como 0s seus riscos e beneficios.
Declaro ainda que, por minha livre vontade, aceito participar da pesquisa, cooperando

com a coleta de material para exame.

Belém / /

Nome legivel:

Assinatura;




ANEXO 2

£

P

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLO DE MEDICINA TROPICAL
COMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANGS

PARECER DE ETICA DE PROJETO DE PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS

1. Protocolo: N°050/2005-CEP/NMT

2. Projeto de Pesquisa: AVALIACAO DA TAXA DE ABSORCAO DE ANTIOXIDANTES
DO ACAI E DE SUA AGAO SOBRE A GLICEMIA EM PLASMA
HIUMANO.

3. Pesquisador Responsavel: Patricia Brito Sampaio.
4. Instituigdo / Unidade: UFPA.
5. Data de Entrada: 10/05/2005.
6. Data do Parecer: 27/05/2005.

PARECER
O Comité de Etica em Pesquisa do NMT/UFPA apreciou o protocolo em
tela e, verficou que foram atendidas todas as exigéncias da Resolugao 196/96-CNS/MS.
Portanto manifesta-se pela sua aprovacao.

Parecer. APROVADO

Belém, 04 de julho de 2005,

R

" e =
Prof* M* da Cpnceigdo Nascimento Pinheiro
Ceorderradora do CEP-NMT/UFPA.



