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Resumo

O fruto de Prunus avium L., vulgarmente conhecido como cereja, € uma excelente fonte de
fitoquimicos, nomeadamente compostos fendlicos, que sdao metabolitos secundarios das
plantas e caracterizam-se por possuir pelo menos um anel aromatico com um ou mais grupos
hidroxilo ligados. Estes compostos tém despertado o interesse dos consumidores nos ultimos
anos pelos inumeros beneficios que apresentam para o organismo. A sua atividade
antioxidante, bem como todos os processos desencadeados pela mesma estdao na origem

desses mesmos efeitos benéficos.

Assim, com este estudo pretendeu-se determinar in vitro o impacto da biodisponibilidade na
bioatividade dos compostos fenolicos presentes nas cerejas. Para isso, recorreu-se a uma
linha celular derivada do tumor gastrointestinal (Caco-2) como modelo para simular a
absorcao gastrointestinal, tendo-se primeiramente averiguado a permeabilidade e integridade
da monocamada formada pela linha celular, e posteriormente avaliou-se a permeabilidade da
mesma aos compostos fenolicos contidos num extrato de cereja da variedade Saco digerido in
vitro e nao digerido. Decorrida incubacdo procedeu-se a quantificacdo dos compostos
fenolicos que permeabilizaram a membrana simulada recorrendo a técnica de HPLC-DAD.
Paralelamente, foi avaliado o efeito da passagem pela barreira celular na atividade
antioxidante dos extratos ja referidos, tendo-se para isso usado o ensaio com 2,2-difenil-1-
picrilidrazil (DPPH).

Os resultados obtidos demonstraram que os compostos fendlicos do fruto de Prunus avium L.
apos sofrerem um processo de digestdo simulada, foram absorvidos pela barreira celular,
tornando-se biodisponiveis. Porém, estes mesmos compostos apresentavam-se em
concentracdes diminuidas relativamente as iniciais. Contrariamente, quando o mesmo extrato
de cereja nao sujeito a digestao foi colocado em contacto com a mesma camada de células
apenas a quercetina-3,4’-di-O-glicosideo conseguiu tornar-se biodisponivel. Também a
atividade antioxidante foi maior antes da passagem pela monocamada celular, sendo a
percentagem de inibicdo de DPPH de 0% apds esse mesmo processo. Ao contrario do que se
verificou apo6s a incubacdo com o extrato digerido in vitro, a integridade da monocamada
celular ficou alterada e a permeabilidade da mesma aumentou aquando da incubacdo com o
extrato bruto. Isto sugere que os compostos presentes no extrato bruto e que interferem com
as juncoes intercelulares, apds o processo digestivo, sofrem modificacdes, ficando mais
bioacessiveis, uma vez que sdo degradados originando compostos mais pequenos. Foi possivel
verificar que a absorcao ficou facilitada, aumentando a sua biodisponibilidade. Estes fatores

mostraram-se relevantes para a integridade e permeabilidade celular.
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Tendo em conta os resultados obtidos, este estudo sugere que a digestdo € um processo
indispensavel para que ocorra absorcao, pois sem ele o contetdo fendlico da matriz alimentar
nao fica bioacessivel. Também a funcao da barreira celular ficou comprometida aquando da
incubacao com o extrato nao digerido.

E de realcar que o presente trabalho é apenas um ensaio in vitro e sdo necessarias
investigacdes futuras de modo a corroborar os resultados apresentados. Assim, outros estudos

in vitro e in vivo devem ser realizados.
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Abstract

The fruit of Prunus avium L., commonly known as sweet cherry, is an excellent source of
phytochemicals, namely phenolic compounds, which are secondary metabolites of plants and
are characterized by having at least one aromatic ring with one or more hydroxyl groups
attached. These compounds have aroused the interest of consumers in the recent years due
to numerous benefits they present to the body. Its antioxidant activity, as well as all the

processes triggered by it, are responsible for these same beneficial effects.

Thus, this study aimed to determine in vitro the bioavailability impact on the bioactivity of
the phenolic compounds present in cherries. To do this, a cell line derived from the
gastrointestinal tumor (Caco-2) was used, and the permeability and integrity of the
monolayer formed by the aforementioned cell line was first investigated. After this the
permeability was evaluated to the phenolic compounds contained in the cherry extract of the
cultive Saco digested and undigested. After incubation, the phenolic compounds that
permeabilized the simulated membrane were quantified using the HPLC-DAD technique. At
the same time, the antioxidant activity of the same compounds in the above-mentioned

extracts was evaluated and an assay was carried out with 2,2-diphenyl-1-picrylidrazyl (DPPH).

The results obtained demonstrated that the phenolic compounds of the fruit of Prunus avium
L. after undergoing a simulated digestion process, were absorbed by the cellular barrier,
becoming bioavailable, however, in lower concentrations. Nevertheless, when the same
cherry extract not subjected to digestion was placed in contact with the same cell layer only
quercetin-3,4'-di-O-glycoside was able to become bioavailable. Also, the antioxidant activity
was higher before passage through the cell monolayer, and the percentage of DPPH inhibition
was 0% after this same process. Contrary to what was found after incubation with the in vitro
digested extract, the integrity of the cell monolayer was altered and the permeability of the
monolayer increased upon incubation with the crude extract. This suggests that the
compounds which are present in the extract and interfere with the intercellular junctions
undergo modifications after the digestion process and become more bioavailable, since they
are degraded into smaller molecules. Also the absorption has been facilitated, increasing
bioavailability. These factors have been found relevant for both cell integrity and

permeability.

Considering the results obtained, this study suggests that digestion is an crucial process for
the absorption, since without it the phenolic content of the food matrix does not become
bioaccessible. Also, the function of the cell barrier was compromised upon incubation with

the undigested extract.



It should be noted that the present work is only an in vitro assay and future investigations are
ge necessary to corroborate the presented results. Thus, other in vitro and in vivo studies

should be performed.
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Impacto da bioacessibilidade e biodisponibilidade dos compostos fenélicos das cerejas na atividade antioxidante

1.Introducao

1.1 Cerejas - Caracterizacao e Aspetos Nutritivos

O fruto de Prunus avium L., (figura 1) conhecida como cereja, pertence a familia Rosaceae,
subfamilia Prunoideae e ao género Prunus (Ferretti et al., 2010), (Bastos et al., 2015). Apenas
este tipo de cereja e a Prunus cerasus L., vulgarmente conhecida como ginja ou cereja acida,
sdo consumidas. Normalmente consomem-se cruas, devido as suas caracteristicas
organoléticas, mas também podem ser processadas, de modo a gerar outros produtos como

geleias, licores, sumos ou compotas (Nawirska-Olszanska et al., 2017).

A cereja é uma cultura importante, sendo mais prevalente em zonas de clima temperado,
nomeadamente na Asia, onde teve origem, Europa, norte de Africa, Australia e Nova Zelandia
e zonas temperadas do continente americano (Commisso et al., 2017),(Bastos et al., 2015).
No passado, os EUA foram os maiores exportadores deste fruto, porém atualmente, é a
Turquia quem mais produz cerejas, seguido dos EUA e depois o Irao (McCune et al., 2010). Em
Portugal, sao produzidas mais de 15 mil toneladas de cerejas por ano, na regiao nordeste do
pais (Serra et al., 2011). Cada variedade difere no periodo de colheita e na resisténcia a
pragas, também propriedades como tamanho, cor da pele e da polpa, consisténcia, docura,
acidez e firmeza variam (Ferretti et al., 2010),(Commisso et al., 2017). Estas caracteristicas
devem-se aos seus constituintes bioquimicos e por isso este fruto assume uma grande
importancia, sendo nao s6 apreciado pelos consumidores, como também pela comunidade

cientifica devido as suas propriedades nutricionais e bioativas (Bastos et al., 2015).

Os hidratos de carbono sdo os constituintes mais abundantes seguidos das proteinas, também
a agua esta presente em elevadas quantidades. Contrariamente, os niveis de gorduras
saturadas sao baixos, nem sendo detetado colesterol. As cerejas tém, assim, um baixo teor de
gordura e um indice glicémico reduzido, o que resulta num valor energético de
aproximadamente 58 kcal / 100 g de fruta fresca (Bastos et al., 2015). Estao também
presentes vitaminas hidrossoluveis (C e B) e lipossollUveis (A, E e K), alguns carotenoides como
0 betacaroteno e, em menor quantidade, luteina e zeaxantina e alguns minerais, como o
calcio, magnésio, fosforo e potassio (Ferretti et al., 2010), (Commisso et al., 2017). Cada
cereja tem aproximadamente 260 mg de potassio, sendo uma boa fonte do mesmo e
contribuindo para a diminuicao do risco de hipertensao e acidentes vasculares cerebrais que
tém sido descritos como consequéncia do consumo deste mineral (McCune et al., 2010). A
promocdo do consumo de alimentos com alto teor de potassio e baixo teor de sédio em
simultaneo, como € o caso das cerejas, promove a natriurese, diminuicao da atividade do

sistema nervoso simpatico e a estimulacdo indireta da noradrenalina e angiotensina Il
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contribuindo, assim, para a reducao de hipertensao (McCune et al., 2010). As cerejas sao
também uma boa fonte de fibra, contendo aproximadamente 2,1g de fibra / 100g de fruta e
contribuindo, assim, para um melhor controlo da glucose no sangue e reducao dos niveis de
colesterol, podendo exercer efeitos na saciedade e consequentemente no controlo do peso
(McCune et al., 2010).

Foi evidenciada a presenca de alguns acidos organicos como é o caso dos acidos ascorbico,
fumarico, shiquimico, citrico, succinico, latico, oxalico e malico, sendo a quantidade deste
Ultimo juntamente com a de agucares determinantes para a dogura, que em conjunto com a
firmeza e a cor verde dos pés, sao cruciais para a aceitacdo do fruto por parte do consumidor
(Ferretti et al., 2010), (Commisso et al., 2017), (Bastos et al., 2015), (Maria Serrano et al.,
2005). Serrano et al.(Maria Serrano et al., 2005), os quais em 2005 avaliaram o teor de alguns
destes acidos em diferentes estados de desenvolvimento das cerejas, verificaram que o acido
malico aumenta de 0,59 + 0,09 para 1,24 + 0,04% no decorrer do desenvolvimento, ao
contrario dos acidos citrico e succinico que nao se alteram significativamente. Estes autores
verificaram ainda que os niveis de acido ascorbico diminuem para metade nas primeiras fases
de desenvolvimento e, em seguida, aumentam progressivamente até ao final do processo de
amadurecimento atingindo a concentracédo final de 27,96 = 1,50 mg /100 g de fruta (Maria
Serrano et al., 2005). Avaliaram também a variacdo de aclcares tendo verificado que a
frutose e a glucose se vao acumulando linearmente no decorrer do desenvolvimento,
atingindo as concentracoes finais de 8,43 + 0,13%, e 6,57 + 0,01 respetivamente. No que
respeita a sacarose e ao sorbitol, verificou-se que as concentracdes sdo muito baixas e nao
sofrem alteracdes significativas ao longo do desenvolvimento (Maria Serrano et al., 2005).
Num outro estudo efetuado por Bastos et al. (Bastos et al., 2015), em que quantificaram os
aclcares presentes nas cerejas, foi detetada glucose em maior quantidade, seguido de
frutose e ainda sorbitol. Também detetaram acidos gordos como os acidos linoleico, oleico,
palmitico e a-linolénico, tendo verificado que os acidos gordos polinsaturados se encontram
em maiores quantidades que os saturados e monoinsaturados. O a-tocoferol foi detetado

como o tocoferol mais abundante (Bastos et al., 2015).

Todos estes compostos conferem as cerejas um elevado valor nutritivo, porém este fruto é
também uma fonte de compostos bioativos, nomeadamente compostos fendlicos, incluindo
acidos fenolicos (derivados hidroxicinamicos), flavonoides e antocianinas, que apresentam
efeitos bioldgicos benéficos, aumentando, assim, a sua importancia (Wang et al.,
2017),(Mikulic-Petkovsek et al., 2016),(Bastos et al., 2015).

O consumo de cerejas tem sido associado a efeitos benéficos na saude e, portanto, tem sido
colocada a hipotese de que estes se devem aos compostos bioativos ja referidos. Perante isto,
a informacdo sobre o conteldo bioativo e a atividade antioxidante das cerejas € um dos

aspetos cruciais para promover o seu consumo (Mikulic-Petkovsek et al., 2016).
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Figura 1- Fruto de Prunus avium L. Adaptado (CERFUNDAO, 2018)

1.2 Compostos Fendlicos

1.2.1 Caracterizacao bioquimica

Os compostos fenolicos sdo um dos principais metabolitos secundarios das plantas,
caraterizados por terem pelo menos um anel aromatico com um ou mais grupos hidroxilo
ligados, o que os torna estruturalmente e funcionalmente muito diversos (Ferretti et al.,
2010), (Somoza et al., 2015), (Haminiuk et al., 2012). Sao essenciais para varias funcdes nas
plantas e responsaveis pelas propriedades organoléticas e nutricionais de alimentos derivados
de plantas, bem como pelas interacdes fisico-quimicas que resultam na cor que é observada
nos frutos (Somoza et al., 2015). Estas substancias sao sintetizadas durante o
desenvolvimento das plantas em resposta a stress e radiacao UV e desempenham func¢oes
importantes nas mesmas (Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar, 2014),
(Haminiuk et al., 2012). Servem como barreiras fisicas e quimicas, uma vez que fazem parte
da constituicdo da parede celular, protegem contra a invasdao de agentes patogénicos, pois
possuem atividade antiflingica e antibacteriana, interferindo também na biossintese de
micotoxinas (Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar, 2014), (Li et al., 2014).
Estdao também envolvidos nos mecanismos de defesa contra insetos e outros animais, uma vez
que atuam como dissuasores de herbivoros, e funcionam como fotoprotetores contra a
radiacdo UV (Somoza et al., 2015), (Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar,
2014). Estes compostos também estdo envolvidos na modulacdo dos processos fisiologicos das
plantas, nomeadamente no metabolismo e transporte, tendo também a funcao de moléculas

sinalizadoras, por exemplo, na polinizacao e na simbiose (Somoza et al., 2015).
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Os polifendis variam de moléculas simples, de baixo peso molecular e com apenas um anel
aromatico aos taninos complexos, e podem ser classificados segundo critérios distintos
(Ferretti et al., 2010). Em 1962, Swain e Bate-Smith, agruparam os compostos fenolicos nas
categorias de “comum” e “menos comum” (Phenolic Compound Biochemistry, 2006). Dez
anos depois, também Ribéreau-Gayon agrupou os fendis em trés familias. A primeira
denominava-se fenois amplamente distribuidos, e compreendia fenodis presentes em todas as
plantas, ou de importancia numa planta especifica. A segunda tinha como nome fenois menos
distribuidos que compreende compostos com nUmero limitado de compostos fenolicos
conhecidos. Por fim, a terceira familia diz respeito a componentes fendlicos presentes como
polimeros (Phenolic Compound Biochemistry, 2006). Porém, existe uma classificacdo mais
aceite elaborada por Harbone e Simmonds, em 1964, que tem como base o nimero de
carbonos existentes na molécula (Phenolic Compound Biochemistry, 2006). Torna-se entao
possivel distinguir catorze classes cumprindo este critério e as mesmas encontram-se

resumidas na seguinte tabela (tabela 1).

Tabela 1- ClassificacGo de compostos fendlicos. Adaptado (Phenolic Compound Biochemistry, 2006)
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Taninos complexos Oligdbmeros  Acutissimina A
ou
polimeros
Taninos Galotaninos Oligbmeros 1,2,3,4,6-
hidrolisaveis ou pentagaloilglucos

polimeros e

Elagitaninos Oligomeros R-
ou hexahidroxidifen
polimeros  oil (HHDP)

HQ

Flobafenos Polimeros Luteoferol

Os acidos fenodlicos simples e os flavonodides sdo os compostos fenolicos mais comuns (Acosta-
Estrada, Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar, 2014). Estes Gltimos sdo os principais compostos
bioativos encontrados nas frutas, sendo também responsaveis pelas cores amarela, vermelha
e azul. Apresentam-se, na natureza, como O-glicosideos quando tém uma ou varias porcoes
de acUcares ligadas através de um grupo hidroxilo, como C-glicosideos quando essas ligacoes
sdo carbono-carbono, ou podem nao se encontrar ligados a nenhum glicido, tendo o nome de
agliconas (Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar, 2014), (Haminiuk et al., 2012).
Por outro lado, os acidos fenolicos, que representam quase um terco dos compostos fenolicos
da dieta, encontram-se covalentemente ligados a componentes estruturais da parede celular,
como a celulose, hemicelulose, lignina, pectina e proteinas estruturais (Acosta-Estrada,
Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar, 2014), (Haminiuk et al., 2012). Os taninos, sao outro
grupo de compostos fenolicos, presentes em folhas, revestimento do tronco e frutos
estabelecendo protecao contra infecdes (Phenolic Compound Biochemistry, 2006). Este grupo
de fenois também é responsavel pelas propriedades organoléticas, nomeadamente pela
adstringéncia, que se deve a interacdo de taninos com as proteinas presentes na saliva
(Somoza et al., 2015), (Li et al., 2014).
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Os estilbenos sdao fenodis menos predominantes na dieta humana. O resveratrol, na forma
glicosilada, é o estilbeno mais presente e é encontrado na pele das uvas vermelhas. E
produzido sobretudo em videiras aquando de lesdes e infecoes fungicas. Os lignanos sao outra
classe de fendis que ndo sdo ingeridos em grande quantidade. Estima-se que a ingestdo média
por dia é de 233,6 pg. Estdo presentes nos frutos em pequenas quantidades, podendo ser
encontrados, ainda que em baixas concentracdes, em morangos. Aparecem em quantidades

superiores em alimentos como a linhaca (Haminiuk et al., 2012).

Os compostos fenolicos podem existir nas formas livre ou conjugada com compostos sollveis
ou insollveis (Wang et al., 2017). Os compostos sollveis sdo na sua maioria fenilpropanoides,
flavonoides e quinonas, enquanto que os insolUveis sao sobretudo taninos condensados,
ligninas e acidos hidroxicinamicos ligados a parede celular (Haminiuk et al., 2012). Na maioria
dos frutos e vegetais os fitoquimicos encontram-se nas formas livres ou conjugadas solUveis,
estando os compostos fenodlicos conjugados presentes em 24% das matrizes alimentares
(Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar, 2014). Estes estdo normalmente
conjugados com um ou mais residuos de aclicares ou com aminas, acidos carboxilicos e
organicos, lipidos ou outros fenois (Li et al., 2014). Por outro lado, os acidos fendlicos
encontram-se principalmente nas formas insollveis (Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe and
Serna-Saldivar, 2014). Estas formas tém elevada importancia para a salde e protegem o
organismo do stress oxidativo por intermédio dos seus efeitos antioxidantes (Wang et al.,
2017). As suas propriedades anti-inflamatorias também tém vindo a ser demonstradas em
varios estudos in vivo e in vitro, nomeadamente em frutos como a cereja e, dada a sua

importancia, serdo abordados adiante (Wang et al., 2017).

A maioria dos frutos tem uma carga fenodlica significativa associada a pele, mas também
outros produtos alimentares como vegetais, cereais, chas, microalgas e flores comestiveis
possuem compostos fenolicos (Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar, 2014), (Li
et al., 2014). A composicao fenélica em frutos varia consideravelmente, contendo sobretudo
flavonoides, acidos hidroxicinamicos e hidroxibenzoicos (Haminiuk et al., 2012). De entre os
frutos é possivel distinguir as uvas, azeitonas, mirtilos, mangas e frutos citricos como aqueles
cujo teor em fendis é mais elevado (Li et al., 2014). Contudo, também os vegetais sao ricos
em polifendis. O conteldo fendlico mais elevado foi encontrado em brotos chineses, raiz de
lotus, folha de batata doce, feijao verde de soja, folha de ginseng, cebolinho e brécolos (Li et
al., 2014). Assim, os vegetais sao importantes na dieta, pois sao uma boa fonte de compostos
fenolicos (Li et al., 2014). Os cereais sao outra fonte de fenois, os pigmentados como o arroz
preto, vermelho e roxo sao os que possuem teores mais elevados (Li et al., 2014). Também
plantas medicinais e flores comestiveis apresentam elevados indices de fenois (Li et al.,
2014).

O conteldo fendlico pode ser bastante variavel estando dependente de varios fatores (Li et

al., 2014). Os diferentes tipos de cultura e respetivo grau de amadurecimento aliado a
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exposicao solar e precipitacao podem ser decisivos para as concentracdes e proporcoes dos
diferentes compostos fendlicos nas variedades, sendo mais comum o aumento das
concentracdes de antocianinas ao longo do amadurecimento e a diminuicdo de acidos
fendlicos (Li et al., 2014). Também métodos inadequados de cozedura podem levar a
diminuicdo do conteldo fenodlico, por exemplo, a cenoura apds fervura perde completamente
o conteldo fendlico, por outro lado o brdocolo e a abdbora perdem mais contetdo fendlico
durante a cozedura em agua, sendo o melhor método a cozedura a vapor (Li et al., 2014).
Outro importante fator na determinacdo do conteldo fenélico é o armazenamento. Varios
estudos realizados em diferentes frutos revelaram a variacao da composicao fenoélica ao longo
do tempo. Gliszczynska-Swiglo et al. (Gliszczynska-Swiglo and Tyrakowska, 2003) efetuaram
um estudo utilizando sumo de maca e verificaram que onze meses depois de armazenado a
concentracao de acidos fenodlicos diminuiu entre 5% a 21%. Também se verificou a diminuicao
de acido p-cumarico em framboesas congeladas (William Mullen et al., 2002). Outro estudo
mostrou que a atividade antioxidante em azeite extra virgem diminuiu depois de oito meses
de armazenamento (Vera Lavelli, Giuseppe Fregapane and Salvador§, 2006). No mesmo
periodo de tempo, verificou-se também um aumento do conteldo de tirosol e hidroxitirosol

devido a hidrolise de fenois complexos (D’Archivio et al., 2010).

Para além do valor nutricional, os compostos fendlicos também tém aplicacao noutras areas.
Sao tradicionalmente usados como corantes e conservantes na indUstria alimentar, devido as
suas propriedades antioxidantes e antimicrobianas (Somoza et al., 2015), (Acosta-Estrada,
Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar, 2014). Outra aplicacio comum é na sintese de
cosmeéticos, farmacos e nutracéuticos (Somoza et al., 2015), (Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe
and Serna-Saldivar, 2014). O acido ferdlico € comummente usado como percursor do acido
vanilico, um agente aromatizante, e também como conservante alimentar (Acosta-Estrada,
Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar, 2014). Atualmente, os polifendis tém também despertado

interesse na producdo de material biologico (Somoza et al., 2015).

1.2.2 Propriedades Biologicas

Varios estudos em modelos animais e humanos tém demonstrado que os compostos fenolicos
exercem um papel protetor contra o stress oxidativo e em danos causados por radicais livres
(Ferretti et al., 2010). Estes causam alteracdes estruturais e funcionais nas macromoléculas
podendo levar ao aparecimento de inumeras doencas cronicas (Ferretti et al., 2010),
(Haminiuk et al., 2012). Contudo, estas podem ser travadas devido ao poder antioxidante dos
fenodis que conseguem neutralizar e eliminar os radicais livres, ou permitem que outras
moléculas o facam (Ferretti et al., 2010). Estudos in vitro demonstraram que eles sdo capazes
de proteger o DNA de eventuais danos e os lipidos e proteinas da oxidacao por estimulacao de

cascatas de sinalizacao de células antioxidantes e anti-inflamatérias endogenas, conseguindo
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reduzir a formacdo de hidroperdxidos (Cheynier, Tomas-Barberan and Yoshida, 2015),(Li et
al., 2014). Os danos oxidativos estao também ligados ao envelhecimento e a doencas
associadas a idade, contudo estudos sugerem que estes podem regredir com o consumo de
alimentos ricos em compostos fendlicos (Haminiuk et al., 2012). Estudos in vivo permitiram
verificar que os polifendis podem também exercer o seu efeito antioxidante através do
plasma, fatores de transcricao e enzimas. Em ensaios clinicos onde os individuos consumiram
extrato de uva, verificou-se que, a curto prazo os fenodis eram libertados e ligavam-se a
fracao lipidica do soro, reduzindo a peroxidacédo lipidica, do mesmo modo, a longo prazo,
constatou-se uma diminuicdo dos niveis de colesterol LDL oxidado (Li et al., 2014). A inibicao
de danos no DNA mediada por cobre e varios compostos como a epicatequina, acido
protocatequico, galacto de n-propilo, acido vanilico, quercetina, miricetina, epicatequina-3-
galacto, epigalocatequina, epigalocatequina-3-galacto e acido galico também esta descrita
(Perron et al., 2011). Outros estudos demonstraram ainda que os fenois conjugados e
insolUveis tém maior capacidade antioxidante que os fenois livres ou conjugados sollveis
(Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar, 2014). Em suma, os mecanismos usados
pelos compostos fenolicos enquanto antioxidantes sdo a transferéncia de atomos de
hidrogénio, transferéncia de eletrées ou acdo quelante de metais de transicao pelos seus
grupos hidroxilo (Redondo et al., 2017), (Li et al., 2014).

Os compostos fendlicos apresentam inimeros beneficios na regressao do envelhecimento a
nivel neuronal e comportamental e consequentemente resultam numa diminuicdo da
incidéncia de doencas associadas a idade (Li et al., 2014). Estudos in vitro comprovaram que
os compostos fenodlicos sdo capazes de exercer atividade neuroprotetora, inibindo a lesao
tecidular provocada por peroxido de hidrogénio (Jin et al., 2014). As propriedades dos fenois
também permitem a reducao do risco de desenvolvimento de doencas neurodegenerativas,
por acao da sua atividade antioxidante e capacidade de quelar metais como o ferro (Li et al.,
2014).

Os beneficios dos polifendis também estdo descritos para doengas de longa duracdo e
progressdo lenta, como é o caso das doencas cardiovasculares, respiratorias, cancro e
diabetes. Esta evidenciado que o consumo de compostos fenolicos estimula a vasodilatacao,
reduz a vascularizacao e a hiperlipidémia, conduzindo a uma regressao da aterosclerose (Li et
al., 2014), (Haminiuk et al., 2012). O risco de trombose também pode ser reduzido com o
consumo destes compostos, levando a uma menor incidéncia de enfarte do miocardio,
doencas cardiacas e isquémia (Li et al., 2014). Em estudos epidemioldgicos verificou-se que
na area do mediterraneo a incidéncia de doencas cardiovasculares € substancialmente mais
baixa. Na origem destes resultados esta a dieta aqui realizada que é rica em alimentos com
niveis elevados de polifendis (Li et al., 2014). Tanto em estudos epidemioldgicos como em
estudos experimentais verificou-se que o consumo moderado de vinho, particularmente de
vinho tinto, reduziu a taxa de mortalidade por doenca cardiaca coronaria. Estes efeitos

cardioprotetores devem-se ao teor de fenodis antioxidantes, nomeadamente o resveratrol e
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proantocianidinas, que conseguem eliminar as espécies reativas de oxigénio (ROS) (Li et al.,
2014). Thuc et al. investigaram o efeito do resveratrol em isquémia cardiaca tendo verificado
que existia uma recuperacao funcional do tecido cardiaco e uma reducao de ROS (Thuc et al.,
2012). Outro estudo realizado com vinho branco, em que foi observada a reducao de
cardiomiocitos em apoptose, permitiu concluir que este é igualmente cardioprotetor, uma vez

que contém monofenois e acidos hidroxicinamicos (Li et al., 2014).

Os compostos fendlicos também sdao referidos como desempenhando um papel
anticancerigeno importante (Li et al., 2014). Estudos epidemiologicos demonstraram que a
ingestao diaria de alimentos ricos em fendis previne alguns tipos de cancro, principalmente os
do trato gastrointestinal como é o caso dos cancros da boca, estdmago, duodeno e célon, mas
também outros como o cancro do figado, pulmao, glandula mamaria ou pele (Li et al., 2014),
(Haminiuk et al., 2012). Num estudo realizado numa linha celular de carcinoma mamario,
verificou-se uma diminuicdo da viabilidade celular, depois de expostas ao conteldo fendlico
presente em azeite extra virgem (Reboredo-Rodriguez et al., 2018). Também o efeito dos
polifendis na angiogénese tem sido averiguado. Foram estudados seis extratos de frutos
vermelhos quanto as suas propriedades anti-angiogénicas, tendo-se verificado que depois da
exposicao aos extratos o fator de crescimento endotelial vascular ficou com a sua expressao
inibida (Li et al., 2014). Outro estudo realizado em em cha Kuding permitiu concluir que os
compostos fendlicos também sao indutores da apoptose em linhas celulares cancerigenas
(Zhao et al., 2014). Para além dos estudos ja referidos muitos outros tém sido realizados com

o intuito de perceber qual o efeito de diferentes fenois a nivel oncologico.

Os compostos fendlicos também tém sido estudados devido aos seus efeitos na diabetes
(Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar, 2014). Estudos epidemiologicos
demonstraram que a ingestao diaria de alimentos derivados de plantas previne a incidéncia
de diabetes. Testes in vitro também mostraram que os fendis melhoram a secrecdo de

insulina (Haminiuk et al., 2012).

A inflamagdo é um fator de risco para muitas doengas, como as referidas em cima, mas
também para outras como obesidade e doengas neurodegenerativas (Mikulic-Petkovsek et al.,
2016). Os compostos fenolicos possuem propriedades anti-inflamatorias (Li et al., 2014).
Estudos comprovam que os polifendis presentes em cogumelos possuem um forte potencial
anti-inflamatorio, conseguindo exercer o seu efeito em macrofagos ativados (Taofiq et al.,
2015). Noutros alimentos como as uvas, também foi demonstrada a diminuicdo da inflamacéao,
por acao dos compostos fenolicos aqui presentes (Chuang and Mclntosh, 2011). Varios outros
estudos tém sido realizados ao longo dos anos, e os resultados permitem concluir que os
polifendis atuam ndo s6 como moduladores das vias de sinalizacdo inflamatdrias, mas também
a nivel da expressao génica de varias células, exercendo assim os seus efeitos (Li et al.,
2014).
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Os compostos fendlicos tém também demonstrado atividades antibacteriana, antiflingica e
antiviral (Li et al., 2014). Estudos realizados com folhas de tabaco permitiram concluir que os
polifendis que estas contém conseguem inibir a proliferacdo de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis (Li et al., 2014). Os compostos fenolicos também se
mostraram capazes de suprimir fatores de viruléncia, conseguindo diminuir a adesao dos
ligandos ao hospedeiro, inibir a formacao de biofilmes e neutralizar toxinas (Daglia, 2012). A
atividade antifungica também foi demonstrada numa ampla quantidade de polifenois (Karioti
et al., 2011).

Em suma, podemos verificar que os compostos fenolicos, sdo fitoquimicos muito promissores e
as investigacoes sobre o seu perfil bioquimico sdo importantes para que se possa compreender

a sua atividade protetora e os beneficios para a saude.

1.2.3 Extracdo e Quantificacao

A preparacao de amostras € o primeiro e mais importante passo no processo de quantificacao
de fitoquimicos a partir de material vegetal (Haminiuk et al., 2012). Estre processo pode ser
influenciado por inimeros fatores, de modo a que para se obter uma posterior extracao
maxima, varios parametros devem ser testados como é o caso do solvente, agitacdo, tempo
de extracdo, temperatura, relacao soluto-solvente, eficiéncia da transferéncia de massa e

tamanho das particulas (Haminiuk et al., 2012).

Quando se trata de frutos, para que o rendimento da extracdo dos polifenois seja ideal, este
processo deve ser realizado em amostras de material fresco. Porém nem sempre é possivel
conservar este tipo de amostras sem que estas se degradem. Deste modo, varios tém sido os
processos usados para preservar as amostras, nomeadamente processos de congelamento e
secagem. Contudo, também esta descrito que estes processos quando usados a longo prazo
causam perda na quantidade de polifenois presentes nos frutos (Haminiuk et al., 2012). Como
alternativa a estes processos, surge a liofilizacao que tem sido muito utilizada. Este processo
consiste na remocdao da agua presente em alimentos, conseguindo assim melhorar a
estabilidade a longo prazo, uma vez que diminui a possibilidade de crescimento de

microrganismos e de oxidacdo dos compostos de interesse (lgnat, Volf and Popa, 2011).

Depois de obtida e preparada a amostra, € necessario efetuar a extracao dos compostos de
interesse. A transformacao da amostra vegetal em pd fino aumenta a eficiéncia do processo
de extracdo, pois aumenta a area superficial da amostra (Haminiuk et al., 2012). Os
compostos fendlicos naturais sdo normalmente extraidos com solventes organicos como é o
caso de alcoois (metanol e etanol), acetona, éter dietilico e acetato de etilo. No caso dos

acidos fendlicos, compostos extremamente polares, nao deve ser aplicado o solvente organico
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puro, é recomendado para estes casos aumentar a polaridade do solvente usando misturas de
alcool-agua ou acetona-agua, podendo também os solventes acidificados ou refrigerados
serem uma opcao (Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar, 2014), (Haminiuk et
al., 2012).

Diferentes técnicas de extracdo também estdo disponiveis para polifendis. A extracao sélido-
liguido é uma das mais usadas. Consiste na remocao dos compostos solliveis de uma matriz
por migracdo dos mesmos para o solvente. E um processo simples e eficiente, utilizado para
recuperar compostos fendlicos a partir de amostras de frutos e outros materiais vegetais, que
pode ser otimizado por alteracao dos gradientes de concentracao e coeficientes de difusao
(Haminiuk et al., 2012). Também a extracao solido-liquido combinada com ultrassom tem sido
descrita (Wang and Zuo, 2011). Esta permite extrair analitos de diferentes matrizes num
periodo de tempo inferior ao despendido noutras técnicas. Porém, este método tem algumas
desvantagens, como € o caso da co-extracao de outros componentes que nao os de interesse,
dos quais os mais frequentes sdo proteinas, aclcares e acidos organicos. Estes ultimos podem
interferir com os processos de quantificacdo dos compostos fendlicos (Ignat, Volf and Popa,
2011). Contudo, é possivel contornar esse inconveniente recorrendo a cartuchos de extraccao
em fase solida Cy3, obtendo-se assim a separacao entre o contetdo fenodlico e nao fenolico e,
consequentemente, levando a obtencao de resultados mais precisos (Haminiuk et al., 2012),
(Wang and Zuo, 2011). Esta também referenciada a extracao de polifendis assistida por micro-
ondas. Tem a vantagem de se poder efetuar rapidamente e com reduzidos custos, uma vez
que o consumo de solventes € menor também (Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe and Serna-
Saldivar, 2014). Esta técnica combina alta pressdao e temperatura, conseguindo uma
libertacao ideal de acidos fendlicos por degradacao das paredes celulares, hemicelulose e
lignina presentes nas plantas. O isolamento de polifendis com recurso a técnica de extracao
de fluidos supercriticos também tem sido utilizado. E uma técnica mais seletiva e menos
toxica, onde o fluido mais utilizado é o dioxido de carbono. No entanto, os equipamentos
necessarios para este processo sao de custo elevado e manuseamento complexo (Haminiuk et
al., 2012). Também é frequente o uso dos varios tipos de hidrélise como método de extracao.
As hidrélises acidas e alcalinas sao as mais usuais para extracdo de compostos fendlicos
(Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar, 2014). Varios aspetos podem condicionar
estes processos, nomeadamente, a concentracao de acido ou base, tempo e temperatura de
hidrolise. A hidrolise com acido permite a quebra das ligacbes glicosidicas e a solubilizagao
dos acucares, deixando as ligacoes de éster intactas (Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe and
Serna-Saldivar, 2014). Porém quando esta reacdo ocorre a temperaturas elevadas pode levar
a perda de alguns fendis. A hidrélise alcalina é mais eficaz na extracdo de compostos
fendlicos e conduz a menos perdas, permite a quebra de ligacdes éster que liga os acidos
fenolicos a parede celular, conseguindo que estes se libertem dos polissacaridos (Acosta-
Estrada, Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar, 2014). Este processo reacional ocorre

geralmente a temperatura ambiente, havendo a possibilidade de se efetuar a diferentes
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concentracdes e por diferentes periodos de tempo. Todas estas variacdes sao cruciais para a
libertacao de polifendis. Outros tipos de hidrolise estao descritos. A hidrélise enzimatica, tal
como o proprio nome indica, € um processo onde se usam enzimas como pectinases,
celulases, amilases, hemicelulases e glucanases para hidrolisar hidratos de carbono (Acosta-
Estrada, Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar, 2014). Este é um método muito eficaz e
especifico para a libertacdo de compostos fendlicos. Estdao também descritas hidrolises
combinadas com outras metodologias. O recurso a ultrassons, radiacao infravermelha e campo
elétrico pulsado pode também ser usado para a libertacdo de compostos fenélicos, mas sao

menos usuais (Acosta-Estrada, Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar, 2014).

Apds a extracdo pode-se efetuar um passo de purificacdo, que tem como objetivo a
eliminacdo de alguns interferentes que sdo extraidos ao mesmo tempo que os compostos
fendlicos, levando a obtencao de resultados mais fidedignos (Grigoras et al., 2012). O passo
seguinte € a detecao e quantificacao, cujos processos se encontram amplamente descritos na
literatura. Um método muito usado é o ensaio de Folin-Cionalteu, o qual permite a
determinacdo de fendis totais, contudo ndao consegue detetar todos os grupos fendlicos, e
pode sofrer interferéncia com o acido ascorbico e alguns aclcares (Stalikas, 2007). Outro
método utilizado é o ensaio colorimétrico de cloreto de aluminio, que permite quantificar os
flavonoides totais (Haminiuk et al., 2012). Também é usual a determinacdo de antocianinas
totais pelo método diferencial de pH onde se mede a absorvancia a pH 1 e 4,5 e se avalia a
transformacdo estrutural do cromoéforo presente nestes compostos (Haminiuk et al., 2012).
Contudo, a metodologia mais usual para a detecdo e quantificacdo de compostos fenolicos é a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) e devido a sua importancia no presente

trabalho sera explicada a seguir de forma mais detalhada.

0 equipamento de HPLC é um conjunto de varios componentes que, tal como o proprio nome
indica, permite a separacao fisica dos constituintes de uma matriz, de forma rapida e facil, a
partir de uma amostra no estado aquoso (Haminiuk et al., 2012). E possivel distinguir entre
dois tipos de cromatografia liquida, a de fase normal, onde a fase estacionaria é mais polar
que a fase movel, e a de fase reversa, onde, pelo contrario, a fase estacionaria € menos polar
que a fase movel (Haminiuk et al., 2012). Habitualmente, a fase estacionaria consiste numa
coluna cromatografica de tamanho variavel, cujo revestimento é feito com particulas de
silica. Ambos os aspetos referidos sdao fundamentais, uma vez que é deles que depende a
precisdao e eficiéncia de separacdo. Enquanto que o aumento do comprimento da coluna
aumenta a separacao dos picos devido ao aumento do tempo de eluicao, a diminuicao do
tamanho da particula que a constitui leva a um aumento da superficie de contacto por
aumento da adsorcao (Haminiuk et al., 2012), (Bird, 1989), (Scott, 1995), (Gunzler and
Williams, 2001). Por outro lado, a fase mdvel € um liquido que passa pela fase estacionaria a
uma determinada pressao e velocidade de fluxo, com o objetivo de eluir os compostos nesta
retidos. Assim, os compostos vao sendo eluidos por ordem crescente da sua afinidade para

com a coluna, levando a sua separacao que por sua vez fica registada num cromatograma sob
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a forma de picos, saindo estes a um tempo especifico denominado tempo de retencédo (Bird,
1989).

Os polifenois sao compostos similares entre si e com uma elevada complexidade quimica,
portanto, aquando da separacao por um equipamento de HPLC, a sua eluicdo é comummente
efetuada em gradiente. Nestes casos, a fase movel consiste num sistema binario composto
por um solvente polar e outro menos polar. E habitual o uso de acetonitrilo ou metanol como
solventes menos polares e agua ultrapura acidificada como solvente polar, tendo este Ultimo
também a funcao de inibir a ionizacdo de grupos fendlicos e carboxilicos, melhorando o
tempo de retencdao e a resolucao (Haminiuk et al., 2012). Aspetos como estes sao
fundamentais para que se possa manter uma elevada eficiéncia na capacidade de eluicao e
maior grau de separacao de compostos, que se traduz num também elevado nimero de pratos
tedricos. Porém, varios outros fatores, como a falta de qualidade da coluna cromatografica e
dos reagentes usados como fase movel, podem também influenciar os resultados, levando a
uma diminuicdo deste valor e a consequente obtencado de picos largos ou que co-eluam.
Torna-se, assim, crucial a obtencao de um cromatograma com elevada resolucao de modo a
que a identificacdo e quantificacdo dos compostos a analisar seja inequivoca, procedendo-se
sempre que possivel a otimizacao dos diferentes passos inerentes a todo o processo (Bird,
1989), (Meyer and Wiley InterScience (Online service), 2010), (Zgérka and Kawka, 2001).

Outro aspeto importante a considerar durante o procedimento cromatografico é a
temperatura. Geralmente, um aumento da temperatura leva a diminuicao da viscosidade do
solvente, facilitando o seu efluxo e resultando numa eficiéncia mais elevada. Porém,
temperaturas elevadas podem resultar na degradacao dos compostos de interesse ou na
evaporacao do solvente em uso podendo resultar na formacao de bolhas de ar que sao
prejudiciais para a fase estacionaria e consequentemente podem comprometer os resultados

obtidos (Meyer and Wiley InterScience (Online service), 2010), (Gunzler and Williams, 2001).

Varios detetores estao disponiveis para a analise por HPLC, exemplos disso sdo o detetor de
ultravioleta (UV), o detetor de diode array (DAD), o detetor de fluorescéncia (FLD) ou o
detetor de eletroquimica (ECD) (Bird, 1989). O HLPC acoplado a um detetor DAD permite a
identificacdo de compostos fenolicos através do varrimento dos espetros na regiao UV-visivel,
uma vez que é nestas regides que os mesmos possuem absorvancia maxima. O uso deste
detetor permite uma analise de baixo custo, sensivel e eficiente (Slovensko kemijsko drustvo.
and Trebse, 1993), (Haminiuk et al., 2012). Varios estudos descrevem a quantificacdo de
fenois em diferentes frutos, nomeadamente em cerejas, utilizando este detetor (Gao and
Mazza, 1995), (. Marina Heinonen, Anne S. Meyer and Frankel, 1998). Contudo as
caracteristicas espetrais Unicas de cada composto nao sao seletivas e podem variar entre
estudos devido ao uso de diferentes fases moveis dificultando a identificacdo dos mesmos
com base na literatura. Surge como alternativa o detetor de espectrometria de massa (MS),

que é capaz de determinar o peso molecular dos componentes de uma matriz, permitindo
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uma identificacdo mais precisa dos compostos. Porém, estes equipamentos sdao mais

dispendiosos, limitando a sua utilizacao (Haminiuk et al., 2012).

1.2.4 Determinacédo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos compostos fendlicos pode ser determinada segundo varios
métodos. Os mais comuns na avaliacao da atividade antioxidante sao os testes quimicos que
se baseiam na transferéncia de atomos de hidrogénio ou na transferéncia de eletrées
(Haminiuk et al., 2012). Exemplos de testes baseados na transferéncia de atomos de
hidrogénio sao o ensaio de determinacdo do potencial antioxidante total (TRAP), que avalia a
atividade antioxidante dos compostos fenolicos por avaliacdo da eliminacéo total de radicais,
0 ensaio com acido 2,2'-azino-bis-3-etilbenzotiazolino-6-sulfonico (ABTS) e o ensaio de
capacidade de absorcao do radical de oxigénio (ORAC). Este Ultimo baseia-se na capacidade
de inibicdo da peroxidacao lipidica e é amplamente utilizado na medicdo da atividade
antioxidante de fendis presentes em frutos, permitindo a obtencdo de resultados fiaveis,
porém esta metodologia requer o uso de equipamentos muito dispendiosos (Joseph M. Awika
et al., 2003). Testes quimicos que se baseiam na transferéncia de eletrdes sdo o ensaio de
capacidade antioxidante total equivalente ao Trolox (TEAC), o ensaio do poder antioxidante
de reducao do ferro (FRAP) e o ensaio com 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH). Este dltimo é
um dos métodos mais utilizados para avaliacdo da atividade antioxidante em extratos de
frutos e baseia-se na eliminacao do radical DPPH por um antioxidante, sendo esta eliminacao
manifestada pela alteracdo da cor roxa caracteristica do DPPH para uma coloracdo amarela,
acompanhada por uma diminuicdo da absorvancia na gama dos 515-520 nm (Mishra, Ojha and
Chaudhury, 2012).

Apesar da vasta utilizacdo dos testes quimicos na determinacdo da atividade antioxidante,
estes apenas podem ser aplicados in vitro, sendo necessario a aplicacdo de um teste
antioxidante celular quando os estudos sao realizados in vivo. Uma das metodologias mais
relevantes para ensaios realizados in vivo é o teste de atividade celular antioxidante (CAA),
onde é utilizada uma sonda de 2’,7’-diclorofluorescina que quando é reduzida por radicais
peroxilo emite fluorescéncia. Nesta técnica sao considerados fatores como a absorcao,
metabolismo e localizacdo dos compostos na célula, levando a uma ampla utilizacao deste

tipo de metodologia na avaliacao da atividade antioxidante em frutos (Haminiuk et al., 2012).

1.2.5 Compostos fenoélicos no fruto de Prunus avium L.

O fruto de Prunus avium L., a cereja, € uma excelente fonte de fitoquimicos, nomeadamente
compostos fenolicos (Ferretti et al., 2010). Destes, o grupo mais predominante sao os

flavonoides (Figura 2), constituindo uma parte importante da dieta e sendo, por isso, o grupo
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mais estudado (Del Rio et al., 2010). Dentro dos flavonoides, destacam-se as antocianinas
como o subgrupo mais relevante. Estes compostos sdo os responsaveis pela cor vermelha
caracteristica das cerejas, sao compostos fotossensiveis e a temperaturas elevadas degradam-
se facilmente (Phenolic Compound Biochemistry, 2006). Também propriedades sensoriais
como aroma, adstringéncia e amargo sao devidas a estes fenois, que se encontram em maior
quantidade na pele dos frutos (Ferretti et al., 2010), (Wang et al., 2017), (Maria Serrano et
al., 2005). A qualidade do fruto e o seu valor nutricional também esta relacionado com a

composicao fenolica (Maria Serrano et al., 2005).
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Figura 2- Estrutura quimica dos Flavonoides. Adaptado (Phenolic Compound Biochemistry, 2006)

Os polifendis mais frequentemente encontrados em cerejas sdo o acido clorogénico, acido
neoclorogénico, epicatequina, rutina, catequina, quercetina-3-0O-rutinosideo, acido p-
coumaroilquinico, cianidina-3- glicosideo, cianidina-3-rutinosideo, pelargonidina-3-glicosideo,
peonidina-3-rutinosideo e peonidina-3-glicosideo (Bastos et al., 2015), (Grigoras et al., 2012),
(Slovensko kemijsko drustvo. and Trebse, 1993), (Kelebek and Selli, 2011), (leri, Pinelli and
Romani, 2012). Para além destes compostos, num estudo efetuado por Bastos et al. (Bastos
et al., 2015) foram também detetados outros. Os autores identificaram o acido cis-3-p-
cumaroilquinico (derivado de acidos fendlicos), trés antocianinas (cianidina-3-0-glucdsido,
cianidina 3-O-rutinésido e peonidina-3-0-rutindsido) e seis outros flavonoides (quercetina-O-
desoxihexosilhexdsido-0-hexosido, naringenina-0-hexosido, sakuranina, taxifolina,
aromadendrina e taxifolina-O-desoxihexosilhexdsido) (Bastos et al., 2015). Assim, torna-se
possivel afirmar que tanto os diferentes compostos fendlicos como os seus niveis variam nos
diferentes variedades de cerejas, sendo os fatores pré e pos-colheita também decisivos para a

quantidade de compostos fendlicos neles presentes (Wang et al., 2017).

O processo de amadurecimento, que se constata aquando da mudanca de cor verde para uma
tonalidade vermelha, esta relacionado com a variacdo de compostos fenolicos. Em estagios
iniciais, quando o fruto ainda esta imaturo o conteldo fendlico total e a quantidade de
clorofila é maior. Até metade do processo de amadurecimento, os polifendis vao diminuindo,
aumentando depois numa fase mais tardia. Ja a clorofila diminui progressivamente, enquanto
que a quantidade de antocianinas aumenta (Ferretti et al., 2010), (Redondo et al., 2017),
(Maria Serrano et al., 2005). Serrano et al. (Maria Serrano et al., 2005) realizaram um estudo

onde se verificou que o peso e o tamanho do fruto de Prunus avium L. aumentam até uma
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determinada fase do processo de amadurecimento, mantendo-se depois constante até as
fases finais do mesmo. No mesmo estudo foi também possivel verificar que no decorrer do
mesmo processo a dureza da polpa vai diminuindo assim como a forca necessaria para

remover a haste (Maria Serrano et al., 2005).

Contudo, os niveis de compostos fendlicos podem ser afetados por varios fatores associados as
condicdes climatéricas e agrondmicas denominadas fatores pré-colheita (Wang et al., 2017),
(Commisso et al., 2017). A temperatura ambiental, intensidade da luz e o tipo de variedade
sdo fatores cruciais que ditam a quantidade e a estabilidade dos polifenois, afetando o valor
nutricional das cerejas (Ferretti et al., 2010), (McCune et al., 2010). Estudos permitiram
concluir que em ambientes com temperatura mais elevadas (25-30 °C) e maior exposicao
solar, as antocianinas e o restante conteldo fendlico aumentam significativamente (Ferretti
et al., 2010), (McCune et al., 2010). Também a composicao do solo, o tipo de fertilizacao e o
abastecimento de agua e nutrientes necessarios a planta interferem com a composicao
nutricional do fruto (Ferretti et al., 2010). Estudos realizados em diferentes variedades de
cerejas permitiram verificar que o conteltdo fenolico é diferente de variedade para variedade
(Serra et al., 2011). Outras condicdes que ditam os niveis de compostos fendlicos na cereja
sdo os fatores pos-colheita, como é o caso das condicées de armazenamento e de transporte
(McCune et al., 2010). Foi verificado que o conteldo fendlico total neste fruto aumenta nos
dias subsequentes a sua compra, uma vez que o processo de amadurecimento vai avancando,
diminuindo a sua acidez e aumentando a intensidade da cor por consequéncia do aumento de
antocianinas (Ferretti et al., 2010). Estudos efetuados em diferentes variedades de cerejas
comprovam também que quando ocorre irradiacao pés-colheita com lampada UV-B o teor de
antocianinas é significativamente maior do que em frutos irradiados com lampadas UV-A
(Cherry, Sato and Arakawa, 1993). Goncalves et al. (Berta Goncalves et al., 2004) efetuaram
um estudo onde se verificou que os niveis de compostos fendlicos totais e de antocianinas em
particular variam sob condicdes de armazenamento. Aquando de um armazenamento a 15 °C
é possivel verificar um aumento de antocianinas, por outro lado, se o armazenamento for
efetuado a 2 °C os mesmos resultados nao se verificam. Outros estudos relatam a comparacao
do conteldo fenolico em cerejas frescas e apos o seu processamento, tendo-se verificado que
75% das antocianinas se perderam apos seis meses de armazenamento a -23 °C. Por outro
lado, quando a cereja é armazenada a -70 °C a degradacao de fendis € menor (Chaovanalikit
and Wrolstad, 2004). Ainda outro estudo realizado em frutas enlatadas, nomeadamente em
cerejas, permitiu concluir que aqui existe pouca perda de fendis no contelido total da lata,
pois os polifendis que se perdem no fruto ficam no sumo que nela se encontra (Kim and
Padilla-Zakour, 2006).

As cerejas possuem inumeros beneficios para a salde relacionados com a sua composicao
fenodlica. A sua atividade antioxidante tem sido amplamente estudada em diferentes
tipologias de ensaios. Estudos realizados in vivo permitiram verificar que o consumo de

cerejas leva a uma diminuicdo da peroxidacao lipidica resultante da maior atividade de
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enzimas antioxidantes (SOD e Gpx) (Ferretti et al., 2010). Contudo o potencial antioxidante
do fruto de Prunus avium L. ndo se encontra homogeneamente distribuido pelas diferentes
partes do mesmo. Estudos comprovaram que esse potencial é maior na haste do que na polpa
do fruto, levando a crer que isto se deve a maior concentracdo de fenodis também aqui
localizada (Bastos et al., 2015). A capacidade antioxidante também varia ao longo do
desenvolvimento do fruto. Estudos relatam que a atividade antioxidante total acompanha a
concentracdo de compostos fendlicos totais, pelo que no inicio do processo de
desenvolvimento esta atividade diminui até metade deste mesmo processo, aumentando

depois até ao final do mesmo (McCune et al., 2010), (Maria Serrano et al., 2005).

Beneficios relacionados com a diminuicdo da inflamacao e do stress oxidativo também sao
atribuidos ao consumo de cerejas. Estudos permitiram verificar que a ingestao deste fruto
diminui os niveis de proteina C reativa e oxido nitrico e inibem a atividade da cicloxigenase Il
(Cox 1l), levando a concluir que existe diminuicao das vias inflamatorias (Kelley et al., 2006),
(Sari¢ et al., 2009), (Haibo Wang et al., 1999), (Mulabagal et al., 2009). Ensaios in vitro com
culturas celulares endoteliais, hepaticas, do colon, da mama, leucémicas e de queratinocitos
demonstraram que o consumo de cerejas leva a um aumento dos niveis de antocianinas
conduzindo a efeitos anticancerigenos por estimulacdo da expressio de enzimas do
metabolismo de fase Il, inibicao da mutagénese e inducdo da apoptose de modo a inibir a
proliferacao celular (Wang and Stoner, 2008). Estes e outros processos encontram-se

esquematizados na figura 3.
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Figura 3 -Efeitos dos compostos fendlicos e implicacdes em doencas crénicas. Adaptado (Ferretti
et al., 2010).
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Para além dos estudos ja referidos muitos outros tém sido realizados com o intuito de

perceber qual o efeito dos diferentes constituintes fendlicos presentes nas cerejas ao nivel da

saude, alguns deles encontram-se resumidos na tabela 2:

Tabela 2- Efeitos benéficos para a saude dos compostos fenodlicos presentes em cerejas.

Polifenéis Efeitos Referéncia
Cianidina Inibicao do crescimento tumoral; (Kong et al.,
2003), (Lila,
Diminuicdo doencas cardiovasculares; 2004), (Seeram et
al., 2001),
Retardamento do envelhecimento; (Zhang,  Vareed
and Nair, 2005),
. L . . (Piccolella et al.,
Eliminacao dos radicais livres O, e NO; 2008),  (McCune
o s . tal., 2010
Inibicao da clivagem do DNA; eta )
Inducédo de apoptose em células tumorais;
Inibicdo do recetor do fator de crescimento
epidérmico.
Quercetina Atividade antioxidante e anticancerigena; (Serra et al.,
2011), (McCune
Eliminacéo dos radicais livres 0," e NO; et al., 2010)
Diminuicao de biomarcadores da peroxidacao
lipidica (malonildialdeido);
Prevencao de dano oxidativo no DNA;
Inibicdo da agregacao plaquetaria;
Diminuicao do risco de diabetes.
Rutina Atividade antioxidante e anticancerigena. (Serra et al.,
2011)
Catequina Atividade antioxidante e anticancerigena; (Piccolella et al.,
2008), (Serra et
Prevencdo da oxidacdo da LDL; al., 2010)
Eliminacao dos radicais livres O, e NO;
Protecao antioxidante intracelular.
Epicatequina Atividade antioxidante e anticancerigena; (Serra et al.,

Prevencao da oxidacao da LDL;

Eliminacao dos radicais livres O, e NO.

2011), (Piccolella
et al., 2008)

Acido neoclorogéneo

Atividade antioxidante e anticancerigena;

Prevencao da oxidacao da LDL;

(Serra et al.,
2011), (Piccolella
et al., 2008)
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Eliminacao dos radicais livres O, e NO.

Acido clorogénio Atividade antioxidante e anticancerigena; (Serra et al.,
2011), (Piccolella
Prevencao da oxidacdo da LDL; et al., 2008)
Eliminacao dos radicais livres O," e NO;
Acido p-cumaroilquinico Atividade antioxidante e anticancerigena; (Serra et al.,
2011)

Eliminacao do radical OH'".

Quercetina-3-glucésido

Prevencao da oxidacao da LDL.

(Serra et al.,
2011)

Cianidina-3-glucésido

Prevencao da oxidacao da LDL;

Inibicio do stress oxidativo no tecido

cardiaco;

Diminuicao da inflamacao vascular.

(Serra et al.,
2011), (McCune
et al., 2010)

Cianidina-3-0-B-D-glucésido

Inibicao da clivagem do DNA;

Inducdo da apoptose em células tumorais;

(McCune et al.,
2010)

Reducao da formacao de placa
arterosclerotica;
Diminuicao do colesterol e triglicéridos.
Pelargonidina-3 -rutinosido Prevencao da oxidacao da LDL. (Serra et al.,
2011)
Peonidina-3-glucésido Prevencao da oxidacao da LDL. (Serra et al.,
2011)
Peonidina-3-rutinosido Prevencdo da oxida¢ao da LDL. (Serra et al.,
2011)
Procianidina Reducao do stress oxidativo; (McCune et al.,
2010)

Reducdo da formacao de placas B-amiloides
em doentes com Alzheimer.

Estudos epidemiologicos corroboram os efeitos anteriormente descritos, uma vez que

revelaram uma correlacao negativa entre individuos portadores de doencas cronicas como o

cancro, inflamacao cronica, doencas cardiovasculares e artrite, em individuos com dietas

ricas em frutos e vegetais com quantidades abundantes de polifenois (Lin and Tang, 2007).
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1.3 Biodisponibilidade e bioacessibilidade

A biodisponibilidade e a bioacessibilidade sao conceitos muitas vezes confundidos, no
entanto, apesar de relacionados apresentam definicoes diferentes. Enquanto que a
bioacessibilidade é a quantidade de composto que se liberta de uma matriz ficando disponivel
para ser absorvida apos sofrer o processo de digestdo, a biodisponibilidade consiste na
quantidade de composto que atinge a circulacdo sistémica e exerce o seu efeito depois de
metabolizado e distribuido pelos tecidos (Carbonell-Capella et al., 2014). Torna-se assim
necessario garantir que os componentes de interesse de uma matriz alimentar sejam
libertados da mesma de modo a ficarem disponiveis para serem absorvidos para a corrente
sanguinea. De igual importancia é conhecer os varios mecanismos pelos quais esses mesmos
componentes atravessam o epitélio e alcancam a corrente sanguinea. Estdo descritos quatro

tipos de mecanismos de passagem pelo epitélio, como ilustrado na figura 4:

1- Difusdo passiva através das membranas. E a via usada por moléculas lipofilicas e de
baixo peso molecular, sendo também a mais frequente. Este processo segue a lei de
Fick, que enuncia que a taxa de absorcdo é proporcional a concentracdo de
determinada substancia e a area da superficie, podendo a absorcao para a mesma
substancia variar consoante a composicao lipidica e proteica da membrana (Barthe,
Woodley and Houin, 1999), (Shah et al., 2006).

2- Transporte mediado. E um mecanismo utilizado por pequenas moléculas hidrofilicas.
Envolve proteinas transmembranares que cumprem a funcdo de transportadores
podendo ocorrer a saturacao dos mesmos. Este processo pode ocorrer de forma ativa,
quando ocorre gasto de energia, ou passiva, quando o transporte ocorre em fun¢ao do
gradiente de concentracao (Barthe, Woodley and Houin, 1999), (Shah et al., 2006).

3- Endocitose. E um mecanismo que ocorre com gasto de energia e de forma lenta,
sendo muito usual para a absorcao de grandes péptidos e outras macromoléculas.
Consiste na formacdo de vesiculas endociticas, que podem ou nao ter recetores
especificos, e vao invaginar os compostos de interesse (Barthe, Woodley and Houin,
1999), (Shah et al., 2006).

4- Transporte paracelular. Consiste na absorcdo de substancias através das juncdes
entre as células. E uma via usada principalmente por pequenas moléculas hidrofilicas,
contudo ndo é amplamente utilizada, uma vez que as juncdes apenas representam
0.1% da superficie de intestino (Barthe, Woodley and Houin, 1999), (Shah et al.,
2006).

22



Impacto da bioacessibilidade e biodisponibilidade dos compostos fenélicos das cerejas na atividade antioxidante

®4

Figura 4- Mecanismos de passagem celular. Adaptado (Barthe, Woodley and Houin, 1999)

A absorcao de substancias no intestino por qualquer um dos mecanismos anteriores esta
condicionada por varios fatores. As propriedades quimicas como a solubilidade,
estereoquimica, peso molecular, pKa e carga sao alguns desses fatores (Barthe, Woodley and
Houin, 1999), (Devkar et al., 2015). Porém, ainda outras variantes relacionadas com as
propriedades do trato gastrointestinal como o pH do mesmo, esvaziamento gastrico, transito
intestinal, eliminacao pré-sistémica e interacées com o muco tém influéncia na absorcao. De
realcar que no caso da eliminacdo pré-sistémica ocorre uma diminuicdo da quantidade de
composto que atinge a circulacdo ndao porque é pouco absorvido, mas sim porque ja foi
eliminado anteriormente no lUmem gastrointestinal (Barthe, Woodley and Houin, 1999). O
muco, que consiste numa substancia viscosa que reveste a superficie epitelial do trato
gastrointestinal protegendo a mucosa de danos mecanicos e evitando o esgotamento de agua
garantindo a lubrificacdo para facilitar o transito gastrointestinal, influencia a absorcdo de
algumas substancias devido a formacao de ligacdes ionicas que vao retardar o processo. Para
além das variantes ja referidas, as células epiteliais do intestino, sobretudo no delgado,
possuem uma proteina transmembranar, a glicoproteina-P, que bombeia para o exterior
varios tipos de xenobidticos por um processo dependente de energia. Isto dificulta a absorcdo
de algumas substancias, porém o mesmo processo € o responsavel por uma multirresisténcia a

células tumorais (Barthe, Woodley and Houin, 1999).

No caso particular dos compostos fendlicos o consumo de frutos com maior teor dos mesmos
nao é sin6bnimo de maiores concentracoes destes compostos na corrente sanguinea, isto
porque a biodisponibilidade varia amplamente entre os diferentes fenois, fontes alimentares
e o grau de maturacao do fruto em que estes compostos se encontram (Ferretti et al., 2010),
(Haminiuk et al., 2012). Varios sao os fatores que interferem com a libertacdo e absorcao dos

fenois presentes em frutas (Haminiuk et al., 2012). Um dos fatores mais relevantes sao as
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frequentes interacdes dos polifendis, ainda nas matrizes alimentares, com diferentes
macromoléculas como é o caso das proteinas e fibras. As interacdes destes compostos com
fibras podem reduzir a bioacessibilidade e consequentemente a biodisponibilidade no
intestino delgado, porém quando atingem o intestino grosso permanecem no lUmen exercendo
a sua funcao antioxidante e contribuindo para um ambiente saudavel (Haminiuk et al., 2012).
Os polifenodis interagem também com acUcares, encontrando-se frequentemente na forma
glicosilada e influenciando a absorcao e o local onde esta ocorre, uma vez que os compostos
fenolicos glicosilados, na forma polimérica ou de ésteres sao hidrolisados enzimaticamente e
depois absorvidos no intestino grosso, enquanto que as agliconas sao absorvidas diretamente
no intestino delgado (Ferretti et al., 2010), (Haminiuk et al., 2012). Pode inferir-se ainda que
o tipo de gllcido e o grau de glicosilacdo bem como a acilacdo afetam a taxa e a extensao da
absorcdao no intestino (Haminiuk et al., 2012). Variagdes genéticas entre individuos, a
diferente composicdo microbidtica e patologias também podem influenciar a absorcao
(Ferretti et al., 2010) (Somoza et al., 2015), (Barthe, Woodley and Houin, 1999). O
processamento de frutos a nivel industrial também possui um papel importante na
biodisponibilidade dos compostos fendlicos, uma vez que o conteldo fendlico fica alterado
em termos de estrutura e de quantidade (Haminiuk et al., 2012). Estudos realizados em
macas, péssegos e uvas permitiram concluir que o conteldo fendlico se encontra
maioritariamente na casca, assim, em sumos de fruta produzidos ao nivel industrial, onde é
retirada a casca do fruto, o nivel de polifendis fica reduzido (Kelly Wolfe, Xianzhong Wu and
Rui Hai Liu, 2003), (King, Bomser and Min, 2006), (Andreotti et al., 2008). Outros
procedimentos como a maceracao ou a fermentacao também influenciam a biodisponibilidade
dos polifendis. Estudos realizados em vinhos levam a crer que a presenca de etanol nos
mesmos contribui para a biodisponibilidade por alteracdo da estrutura dos compostos
fendlicos ou pela transformacao destas em novas estruturas (Duthie et al., 1988), (Rodrigo,
Miranda and Vergara, 2011). Outra das variantes mais relevantes para a biodisponibilidade é a
interacao ao nivel bioldgico entre polifendis e células, enzimas, recetores, transportadores,
microflora intestinal ou proteinas do organismo (Somoza et al., 2015), (Haminiuk et al.,
2012). Muitos compostos fenolicos presentes em frutos apenas se tornam bioacessiveis e
biodisponiveis depois de sofrerem estas interacdées (Haminiuk et al., 2012). Cerca de 48% dos
fenois de matrizes alimentares ficam bioacessiveis no intestino delgado sendo sensivelmente
menor (42%) no intestino grosso. Depois da absorcao estes compostos sao metabolizados por
acao de varias enzimas. Uma das primeiras etapas do metabolismo é a remocédo de eventuais
acucares efetuada por B-glucosidases ou o transporte direto para o interior das células
epiteliais por transportadores de glucose, no caso de nao estarem presentes acUcares o0s
polifendis podem ser conjugados no intestino delgado e, posteriormente, no figado por
processos de metilacao, sulfatacao ou glucuronidacao. Estas reacdes de conjugacao em
compostos fendlicos sdo catalisadas por enzimas como a B-glucosidase citosolica (CBG) e a
lactase de floridizina hidrolase (LPH) que estao presentes no epitélio intestinal, por sua vez,

ao nivel dos restantes tecidos as enzimas responsaveis por estas reacdes sao a catecol-O-
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metiltransferase (COMT), a UDP glucuronosil transferase (UDPGT) e a fenol sulfotransferase
(P-PST). Alguns compostos fendlicos metabolizados aquando da absorcdo associam-se a
proteinas séricas que facilitam o seu transporte pela corrente sanguinea até atingirem os
tecidos onde exercem as suas atividades biologicas (Somoza et al., 2015), (Acosta-Estrada,
Gutiérrez-Uribe and Serna-Saldivar, 2014), (Crozier, Del Rio and Clifford, 2010), (Haminiuk et
al., 2012). Os restantes polifendis que nao sao absorvidos no intestino delgado migram para o
intestino grosso onde podem ser metabolizados pela microflora intestinal. Aqui os glucosidos
sdo hidrolisados em agliconas e acidos fenolicos, enquanto que os acidos hidroxicinamicos
esterificados carecem da acao das esterases da microflora de modo a clivarem as ligacoes
éster. Outros compostos, como o acido clorogénico, dependem da acao de enzimas presentes

na microflora do célon para poderem ser metabolizados (Haminiuk et al., 2012).

1.3.1 Determinacao da biodisponibilidade

A determinacao da biodisponibilidade de um determinado composto é um processo dificil e
implica a obtencao de resultados relativos a sua absorcdo, metabolismo, distribuicdo pelos
tecidos e excrecao (Gordon J. McDougall et al., 2005), (Versantvoort et al., 2005). A
biodisponibilidade pode ser determinada com recurso a metodologias in vivo, in situ ou in
vitro (Barthe, Woodley and Houin, 1999). Os ensaios considerados mais eficazes sao os que
usam modelos in vivo. Este tipo de ensaios, realizados em animais ou humanos, permitem
determinar a biodisponibilidade por quantificacao dos analitos presentes em amostras
bioldgicas como urina ou sangue (Kalt et al., 2014). Contudo a realizacdo destes ensaios
levanta questbes éticas e, em humanos, torna-se impossivel o controlo de todos os fatores
que podem interferir com os possiveis resultados. Aquando do uso de animais esses fatores
podem ser controlados, uma vez que se torna possivel restringir a dieta por mais tempo,
permitindo a obtencdo de resultados mais fidedignos (Kalt et al., 2014). Outros ensaios
possiveis de se realizar sao as experiéncias in situ. Estes ensaios consistem na perfusao de
segmentos do intestino de animais anestesiados com uma solugao que contém o composto de
interesse, procedendo-se posteriormente a quantificacdo desse mesmo composto. Nestas
experiéncias variaveis que afetam a absorcdo do analito como pH, concentracao,
osmolaridade, taxa de fluxo e regiao intestinal podem ser controladas. Apesar de nao serem
considerados ensaios in vivo, este tipo de experimentacdo também realizada em animais
aproxima-se muito aos mesmos, tirando proveito da irrigacdo, inervacao e depuracao do
sangue do animal (Barthe, Woodley and Houin, 1999). Porém, os ensaios in situ requerem a
utilizacdo de um elevado numero de animais, sendo considerados pouco éticos. Além disso, a
anestesia administrada aos animais, bem como a manipulacao cirirgica diminuem o fluxo
intestinal e alteram o fluxo sanguineo nos intestinos podendo afetar a absorcdo intestinal
(Yuasa, Matsuda and Watanabe, 1993).
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Nos Ultimos anos tém surgido varias técnicas in vitro que permitem avaliar a
biodisponibilidade de determinados compostos de forma fidedigna. Exemplo disso é a
utilizacdo cada vez maior de camaras de Ussing. Esta metodologia consiste na colocacao de
pequenas seccdes da mucosa intestinal entre duas camaras que contém tampao, a um dos
compartimentos adiciona-se o composto de interesse passando este a denominar-se de
camara dadora. Seguidamente é efetuada uma medicao em funcao do tempo da acumulacao
do composto no outro compartimento, denominando-se este de camara recetora. A grande
desvantagem desta técnica € a utilizacdo de tampoes salinos de incubacdo que inviabilizam o
tecido (Barthe, Woodley and Houin, 1999). Estudos histoldgicos demonstraram que o epitélio
normal da mucosa intestinal fica comprometido ap6s 30 minutos de incubacdo com tampao
salino e apds 1 hora ocorre rutura total do epitélio (Walsh and Levine, 1979). Um outro
método que tem vindo a ser utilizado é a técnica do saco intestinal evertido. E uma
metodologia simples, rapida e barata onde uma porcao de intestino previamente lavado com
uma solucao salina é colocada em meio de cultura e é suavemente evertido. Depois deste
processo o intestino é cortado em porcdes mais pequenas, preenchido com meio de cultura e
suturado com fio de seda de modo a formar pequenos sacos. Estes sacos de intestino podem
depois ser incubados com uma solucao que contenha o composto de interesse, sendo depois
determinada a quantidade do mesmo que foi absorvida para o interior do saco. Porém, apesar
de fornecer informacdes sobre os mecanismos de absorcao intestinal, nem sempre os
resultados obtidos refletem a absorcao real em humanos, uma vez que é utilizado um modelo
animal. Outro aspeto menos positivo € o facto de o saco ser um compartimento fechado, o

que distorce a cinética de absorcao (Barthe, Woodley and Houin, 1999).

A utilizacdo de técnicas in vitro associadas a digestdes simuladas tem vindo a aumentar no
decorrer dos anos. Grande parte dos modelos que usam a digestao in vitro simulam de uma
forma mais simples o processo digestivo na boca, estomago, intestino delgado, e em alguns
casos a fermentacao intestinal, para que estudos acerca de biodisponibilidade possam ser
efetuados de forma mais viavel (Versantvoort et al., 2005), (Minekus et al., 2014). Estes
procedimentos tém como objetivo simular as condigdes fisiologicas, tendo em conta fatores
como as enzimas digestivas, pH, tempo de digestao e concentracdes salinas (Minekus et al.,
2014). As técnicas com membranas artificiais permeaveis tém sido amplamente aplicadas na
area alimentar, permitido estudar a passagem de compostos de interesse por difusdo passiva.
Esta metodologia consiste na colocacao da matriz, digerida in vitro, em contacto com tubos
que contém membranas de celulose, funcionando estas como um filtro que s6 permite a
passagem de compostos com 12 kDa. Posteriormente procede-se a quantificacdo por
extrapolacao (Miller et al., 1981). Contudo, as técnicas in vitro que impulsionaram os estudos
de biodisponibilidade utilizam modelos celulares que imitam as condicbes do intestino
delgado. As culturas primarias de células do intestino tém pouca viabilidade, uma vez que ndo
possuem a capacidade de formar uma monocamada organizada (Barthe, Woodley and Houin,

1999). Assim, os modelos celulares que mais frequentemente sdo utilizados obtém-se a partir
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de linhas celulares imortalizadas que provém de tecidos tumorais quimicamente induzidos ou
de carcinomas do colon e tém capacidades proliferativas em cultura celular de modo
espontaneo ou induzido. As células HT-29, que tém origem num adenocarcinoma humano, sao
exemplo disso. Esta linhagem celular ndo tem capacidade de diferenciacdo espontanea em
meio de cultura celular, porém o seu crescimento pode ser induzido por determinados fatores
quimicos que se podem acrescentar ou substituir nesse mesmo meio. Outra linha celular
utilizada sao as células T84 que derivam de um carcinoma intestinal humano. Esta linhagem
diferencia-se espontaneamente em meio de cultura celular apos atingir confluéncia, porém
estas células nao expressam marcadores de diferenciacdo bioquimica ou morfoldgica, nao
sendo um modelo muito Util no estudo da absorcdo de determinados compostos (Barthe,
Woodley and Houin, 1999). A linha celular mais utilizada em estudos de biodisponibilidade sao
as Caco-2, que derivam de um carcinoma do célon humano (Sambuy et al., 2005). Estas
células sdao morfologicamente semelhantes as células que constituem o intestino delgado,
uma vez que apresentam um aspeto de escova na face apical, expressando hidrolases
idénticas as do intestino delgado e também juncgdes intercelulares estreitas. Qutras enzimas
expressas por esta linha celular sao a glutationa-S-transferase, sulfotransferase e
glucuronidase que efetuam a destoxificacao de fase | e de fase Il, o que torna frequente o uso
desta linhagem em estudos sobre o metabolismo de determinados compostos (Barthe,
Woodley and Houin, 1999), (Kosinska-Cagnazzo et al., 2015). As células Caco-2 sao cultivadas
em monocamada, diferenciando-se espontaneamente em enterocitos, o que torna possivel a
realizacao de estudos sobre a absorcao de compostos de interesse (Barthe, Woodley and
Houin, 1999), (Kosinska-Cagnazzo et al., 2015). Aquando da realizacao desses mesmos estudos
€ comum o uso de placas com inserts que contém uma membrana porosa. Assim, cada poco
fica com um compartimento apical (superior), que simula o limem intestinal e um
compartimento basolateral (inferior), que representa a corrente sanguinea. Estes
compartimentos ficam separados por uma membrana porosa onde as células ficam aderidas,
tal como ilustrado na figura 5. Este modelo experimental permite o estudo simultaneo dos
principais mecanismos de transporte no intestino (Barthe, Woodley and Houin, 1999), (Devkar
et al., 2015). E possivel inferir que a utilizacdo de células Caco-2 é vantajosa para estudos de
biodisponibilidade, sendo a sua principal vantagem o facto de derivarem de uma linha celular
humana, nao havendo diferencas interespécies em termos de morfologia e fisiologia. Além
disso, os métodos onde elas se aplicam nao requerem o uso de animais, ao contrario de alguns
modelos in vitro acima referido. Contudo, esta linhagem celular advém de um carcinoma,
podendo possuir eventuais propriedades diferentes das células ditas normais. Outra
desvantagem da utilizacdo das células Caco-2 é o tempo de preparacao das mesmas desde
que se semeiam até que estdo aptas para serem utilizadas, uma vez que podem demorar
semanas a atingir a confluéncia. Por fim, a maior desvantagem desta linha celular é o facto
de as taxas de absorcao serem lentas (Barthe, Woodley and Houin, 1999). Deste modo, é
necessario algum cuidado na extrapolacao de resultados, pois embora esta linha celular seja

uma poderosa ferramenta para o estudo da biodisponibilidade in vitro, uma vez que tem

27



Impacto da bioacessibilidade e biodisponibilidade dos compostos fenélicos das cerejas na atividade antioxidante

caracteristicas muito semelhantes ao epitélio intestinal, nao retrata exatamente as condicoes
in vivo (Verhoeckx et al., 2015).

Camara apical

‘e - Moléculas em
estudo

Monocamada
— celular

— Membrana
. . porosa
+ Camara basolateral + «
.
-

. .

Figura 5-Modelo utilizado em estudos de biodisponibilidade com Caco-2. Adaptado (Devkar et al.,
2015)
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2. Objetivos

O fruto de Prunus avium L., e em especifico o seu conteldo fendlico, tem despertado um
grande interesse na comunidade cientifica pelas suas propriedades e beneficios para a salde.
Contudo, estudos sobre a biodisponibilidade e bioacessibilidade destes mesmos compostos em
cerejas até a atualidade nao foram efetuados. Dado os beneficios ja apresentados é crucial
ter-se conhecimento do percurso dos polifendis no organismo de modo a que se tenha
conhecimento quando e em que condicoes estes se libertam do fruto e se sao capazes de

aceder a corrente sanguinea para exercer os seus efeitos.

Assim, o presente trabalho tem por objetivo avaliar a bioacessibilidade dos compostos
fenolicos presentes em cerejas (variedade Saco), antes e depois do processo de digestdo in
vitro, tendo-se para isso utilizado uma linha celular derivada do tumor gastrointestinal (Caco-
2). Pretende-se ainda caracterizar e quantificar estes compostos fenélicos e ainda avaliar a

sua atividade antioxidante.
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3. Materiais e métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Compostos, solucées e meios de cultura

e Acetonitrilo (Carlo Erba, Italia), grau-HPLC

e Acido cloridrico 37% (HCl), grau analitico

e Acido glucorénico (Sigma Aldrich, Portugal)

e Acido trifluoroacético 0,1% (Sigma Aldrich, Portugal), grau-HPLC

e Albumina de soro bovino (BSA) (Sigma Aldrich, Portugal)

e Alfa-amilase (Sigma Aldrich, Portugal)

e Azul de tripano (Sigma Aldrich, Portugal)

e Bicarbonato de s6dio (NaHCOs3) (Sigma Aldrich, Portugal)

e Bile (Sigma aldrich, Portugal)

e Brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolio (MTT) (Sigma Aldrich,
Portugal)

e Cloreto de calcio dihidratado (CaCl,.2H,0) (Sigma Aldrich, Portugal)

e Clorero de magnésio (MgCl,) (Sigma Aldrich, Portugal)

e Cloreto de potassio (KCl) (Sigma Aldrich, Portugal)

e Cloreto de sodio (NaCl) (Sigma Aldrich, Portugal)

e Coluna cromatografica Eclipse Plus C18 Agilent Technologies (Soquimica,
Portugal)

e Dimetilsulfoxido (DMSO) (Sigma Aldrich, Portugal)

e Etanol 70%

e Fosfato de potassio monobasico (KH,PO,) (Sigma Aldrich, Portugal)

e Fosfato de sodio monobasico (NaH,PQ,4) (Sigma Aldrich, Portugal)

e Glucose (Sigma Aldrich, Portugal)

e Hidrdxido de Soédio (NaOH) (Sigma Aldrich, Portugal)

e Lipase (Sigma aldrich, Portugal)

e Lucifer yellow (Sigma aldrich, Portugal)

e Metanol (Fisher Scientific, Reino Unido), grau analitico

e Mistura de antibioticos e antimicotico (penicilina, streptomicina e anfotericina B)
(Sigma Aldrich, Inc.)

e Mucina (Sigma Aldrich, Portugal)
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3.1.2
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e Padroes analiticos de cianidina, quercetina-3,4-di-O-glicosideo, cianidina-3-O-
glicosideo, quercetina, acido galico, acido p-coumarico, rutina, epicatequina e
acido clorogénico (Sigma-Aldrich, Portugal e Extrasynthesis, Franca)

e Pancreatina (Sigma aldrich, Portugal)

e Pepsina (Sigma aldrich, Portugal)

e Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium completo (RPMI-C) (Sigma Aldrich,
Portugal)

e Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium incompleto (RPMI-I) (Sigma Aldrich,
Portugal)

¢ Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium completo sem fenol red (RPMI-C)
(Sigma Aldrich, Portugal)

¢ Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium incompleto sem fenol red (RPMI-I)
(Sigma Aldrich, Portugal)

¢ Solucao salina equilibrada de Hank (HBSS) (Sigma Aldrich, Portugal)

e Soro fetal de bovino (FBS) (Sigma Aldrich, Portugal)

e Sulfato de sodio (Na,SO,4) (Sigma Aldrich, Portugal)

e Tampao fosfato salino (PBS) 1X

e Tiocianato de potassio (KSCN) (Sigma Aldrich, Portugal)

e Tripsina (Sigma Aldrich, Portugal)

e Ureia (Sigma Aldrich, Portugal)

Equipamentos

e Banho termostatizado P-Selecta Unitronic-OR

e Camara de fluxo laminar NUAIRE Class II

e Centrifuga Beckman Coulter, Allegra X22R

e Centrifuga Hettich, Mikro 200R

e Centrifuga Sigma 3K18C Bioblockscientific

e Estufa NUAIRE DHD Autoflow CO2 Air-Jacketed incubator
e Evaporador rotativo Rotavapor R-215, Buchi Switzerland
e Espectrofluorimetro Spectra Max Gemini EM

e Hemocitometro ou camara de Neubauer

e Leitor espectrofotométrico de microplacas EZ Read 400
e Liofilizador Savant, Novalyphe-NL500

e Medidor de resisténcia transepitelial (Millicell ERS-2)

e  Microscopio 6tico composto Olympus CK40

e Sonicador Transsonic 460/H, Elma
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e Sistema de HPLC-DAD, modelo 1290 da Agilent Technologies (Soquimica, Portugal)

3.2 Métodos

3.2.1 Preparacéao das amostras de cerejas

3.2.1.1Liofilizacdo do fruto

Neste trabalho foi utilizada a variedade Saco de cereja da regiao do Fundao da colheita
correspondente ao ano de 2017 que foram gentilmente cedidas pela “Cerfundao-
Embalamento e comercializacdo de cerejas da Cova da Beira, Lda.”. Apos colhidos os frutos
foram processados de imediato. Pesaram-se 200 g de cereja e procedeu-se ao seu
congelamento a -80 C durante 24 horas. Este processo garantiu que todas as moléculas de
agua se encontravam no estado solido, passando diretamente para o estado gasoso durante o
processo de liofilizacdo realizado durante 60 horas. A liofilizacdo foi dada como concluida

apos se verificar a perda quase total de agua no fruto.

3.2.1.2Extracao a partir do fruto liofilizado

O processo de extracao direcionada para compostos fenolicos foi realizado a partir da cereja
liofilizada. Por cada grama de fruto liofilizado utilizaram-se 20 mL de metanol acidificado
com 0,1 % de HCL. A utilizacao desta mistura permite aumentar o rendimento de extracao das
antocianinas e antocianidinas. Esta mistura foi depois colocada num banho termostatizado a
35 C sob agitacao durante 2 horas a 64 rpm. O processo de extracao foi repetido duas vezes.
Posteriormente separou-se o extracto do residuo por centrifugacdo a 4000 rpm durante 20

minutos.

Apos este passo, o solvente foi evaporado no rotavapor a 35 C e 130 mbar, de modo a
diminuir a probabilidade de degradacédo de antocianinas e antocianidinas, até a obtencédo de
um produto com uma textura viscosa, similar a caramelo, cor de cereja. Seguidamente, o

extrato obtido foi conservado a 4 C e protegido da luz até a sua utilizacéo.

O rendimento de extracao foi determinado com base na seguinte equacao:

m extrato 100
= X
= fruta liofilizada
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3.2.2 Digestao in vitro

A metodologia utilizada para a digestdo simulada in vitro é a descrita na literatura por

Versantvoort et al. (Versantvoort et al., 2005) com algumas modificacoes.

Foram pesados os reagentes indicados na tabela 3 para um volume final de 50 mL, de modo a
preparar as solucoes que simulam o efeito dos fluidos salivar, gastrico, duodenal e biliar.
Posteriormente estes foram conservados nas devidas condicées de armazenamento, e antes
da realizacdo da experiéncia o pH de cada solucéo foi acertado para o indicado na tabela 3.

Tabela 3-Quantidades pesadas para a preparac@o das solucées que simulam os fluidos da digestéo in
vitro. Adaptado (Versantvoort et al., 2005).

Saliva Gastrico Duodenal Biliar
Quantidade Quantidade Quantidade Quantidade
Reagente Reagente Reagente Reagente
s (mg) 8 (mg) 8 (mg) 8 (mg)
KCl 44,8 NaCl 138 NaCl 350,6 NaCl 262,95
NaH,PO, 44,4 NaH,PO, 13,32 NaHCO; 169 NaHCO; 289,2
Inorganico 55, 28,5 KCl 41,22 KH,PO, 4 KCl 18,82
NaCl 14,9 CaCl,.2H,0 19,98 KCl 28,22 HCL 37% 7,5 uL
NaHCO; 84,7 NH.CL 15,3 MgCl, 27 L
HCL 37% 325 uL HCL 37% 9 uL
Ureia 10 Glucose 32,5 Ureia 5 Ureia 12,5
Organico
Ureia 4,25
G.
amilase 14,5 BSA 50 CaCl,.2H,0 9,99 CaCl,.2H,0 11,1
Mucina 1,25 Pepsina 125 BSA 50 BSA 90
Enzimatico
Acido 0,75 Mucina 150 Pancreatina 450 Bile 1500
Urico
Lipase 75
pH 6,8 1,3 8,1 8,2

Pesaram-se 4,5 g do extrato viscoso com cor de cereja obtido anteriormente e adicionaram-se
6 mL do fluido salivar simulado, sendo esta mistura colocada em banho termostatizado a 37°C
durante 5 minutos, com agitacdo orbital. Ao fim deste tempo recolheu-se uma aliquota para
posterior analise. Seguidamente adicionaram-se 12 mL de fluido gastrico incubando-se
durante 2 horas nas mesmas condicdes. Findo este tempo foi recolhida uma aliquota para

posterior analise. De seguida, adicionou-se a mistura anterior 12 mL de fluido duodenal, 6 mL
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de fluido biliar e 2 mL de solucao de bicarbonato de sédio 1 M, mantendo-se as condicoes a

cima descritas. Ao fim do tempo referido retirou-se outra aliquota para analise.

Todas as aliquotas retiradas foram imediatamente colocadas em gelo apds a recolha e
seguidamente foram congeladas a -80 C durante 30 minutos de modo a parar a atividade

enzimatica. Depois foram protegidas da luz e conservadas a -4°C até a sua utilizacao.

3.2.3 Linhas Celulares

3.2.3.1Caco-2

A linha celular Caco-2 foi instituida em 1970 a partir de um tumor gastrointestinal humano,
mantendo as caracteristicas morfologicas e biologicas dos enterocitos que constituem o
intestino delgado. As caracteristicas morfoldgicas destas células podem ser afetadas pelo
numero de passagens bem como pelo pH e composicdo do meio. O nimero de passagens €
crucial ndo so para a morfologia, mas também para a taxa de proliferacdo, densidade celular
e atividade metabolica. Por outro lado, o pH e a composicdo, do meio podem interferir com a

proliferacao, diferenciacdo, permeabilidade e motilidade das células (Sambuy et al., 2005).

Neste estudo, as células Caco-2 foram utilizadas entre as passagens 30 e 34 e mantidas em

meio RPMI-C (meio RPMI suplementado com 10% de FBS e 1% de mistura de antibidticos).

Designation: ~ Caco-2

QA

Low Density High Density

Figura 6- Morfologia das células Caco-2 ao microscopio 6tico composto em baixa e alta confluéncia
(ATCC, 2018).

35



Impacto da bioacessibilidade e biodisponibilidade dos compostos fenélicos das cerejas na atividade antioxidante

3.2.3.2 Manutencao das culturas celulares e da area de trabalho

Antes de se dar inicio ao trabalho na camara de fluxo laminar deve garantir-se a esterilizacao
da mesma. Para isso a lampada UV foi ligada nos 15 minutos anteriores a sua utilizacdo. De
seguida o fluxo vertical e a luz interior foram ligados e o vidro subido até ao limite indicado.
Decorridos aproximadamente 5 minutos, procedeu-se a limpeza do interior da camara

borrifando toda a superficie com etanol 70%.

3.2.3.2.1 Caracteriza¢ao e preparacao dos meios de cultura

A composicdo dos meios de cultura é imperativa para o crescimento e manutencdo das
culturas celulares. Esta varia consoante a linha celular em uso, uma vez que cada tipo de
células tem as suas caracteristicas. Fazem parte dos constituintes basicos de um meio de
cultura: agua, sais inorganicos, hidratos de carbono, vitaminas, aminoacidos, lipidos e
suplementos em concentracbes variaveis, podendo também ser adicionados, caso haja
necessidade, sistemas tampao e indicadores de pH. Os meios de cultura podem ainda ser
suplementados com FBS que contém fatores de crescimento, fatores de adesao celular,
albumina, anti-proteases e transportadores do iao Fe**, entre outros constituintes,

imprescindiveis ao crescimento celular.

No presente estudo, o meio de cultura utilizado foi RPMI-C, cuja suplementacdo ja foi

descrita anteriormente.

3.2.3.2.2 Descongelamento e contagem

As células foram retiradas do azoto liquido, descongeladas a temperatura ambiente e
imediatamente colocadas num tubo de 15 mL que continha 5 mL de meio de cultura
previamente aquecido em banho a 37 C. Em seguida, a suspensao foi centrifugada a 1200
rotacdes por minuto durante 4 minutos, apos a qual, o sobrenadante foi descartado e o pellet
ressuspendido em meio de cultura. Foi efetuada a contagem de células, tendo-se retirado 10
WL da suspensao anterior para um eppendorf ao qual se adicionaram 10 pL de azul de tripano.
Seguidamente, ressuspendeu-se a mistura presente no eppendorf e pipetaram-se 10 pL desta
para uma camara de Neubauer (figura 7), procedendo-se a contagem do nimero de células
viaveis num microscépio otico composto em cada um dos quatro quadrantes. Uma vez que o
azul de tripano é um corante, apenas as células nao viaveis o incorporam pois tém a
membrana danificada, por outro lado, as células viaveis apresentam uma tonalidade mais

clara e brilhante. Para determinar a concentracao de células aplicou-se a seguinte formula:
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n2 de células/mL = média das células nos quadrantes x10* x 2

Posteriormente, foi transferido para um frasco de cultura de 25 cm? o volume equivalente a
1x10° células, perfazendo-se um volume total de 5 mL com meio de cultura. O frasco foi
devidamente identificado com a designacédo da linha celular, nUmero de passagem da cultura,
acronimo do utilizador e data.

Figura 7- Aspeto da camara de Neubauer (hemocitémetro) sob um microscépio dptico.

3.2.3.2.3 Tripsinizacao

A tripsinizagao € um procedimento que recorre a utilizagdo de tripsina de modo a dissociar as
células aderentes em crescimento do material de plastico onde se encontram em cultura.
Este procedimento foi aplicado sempre que as células atingiam cerca 90% de confluéncia.
Para tal, aspirou-se o meio dos frascos de cultura onde se encontravam as células em
crescimento e lavou-se com PBS 1X adicionando-o ao frasco de cultura e fazendo movimentos
circulares suaves de modo a que este passasse sobre as células. Seguidamente, aspirou-se o
PBS 1X e adicionou-se tripsina-EDTA 0,25 % (2 mL por frasco de cultura de 25 cm?, 4 mL por
frasco de cultura de 75 cm? e 8 mL por frasco de cultura de 175 cm?) deixando-a atuar
aproximadamente durante 5 min, na estufa a 37 °C. Decorrido este tempo auxiliou-se o

processo de dissociacao através de ligeiras pancadas secas nos frascos de cultura.

Assim que as células deixaram de estar aderidas ao frasco de cultura, adicionou-se o dobro do
volume de meio de cultura de modo a cessar a reacao da tripsina. Esta suspensao foi
aspirada, colocada num tubo de 15 ou 50 mL e centrifugada a 1200 rotacées por minuto

durante 4 minutos. Decorrido este processo o sobrenadante foi descartado e o pellet
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ressuspendido em 1 mL de meio de cultura. A suspensao foi depois transferida para um frasco
de cultura previamente identificado (como ja indicado anteriormente), cujo tamanho vai

aumentando sucessivamente.

Aquando da tripsinizacao das células para placas de 12 pocos, o processo foi ligeiramente
diferente. Em cada poco foram previamente colocados inserts de modo a criar a camara
apical (superior) e a basolateral (inferior), a membrana dos mesmos foi previamente
humedecida com meio de cultura e foram adicionadas 6x10* células no compartimento
superior, perfazendo um volume final de 500 pL. No compartimento inferior colocou-se um

volume de meio de cultura de 1,5 mL.

3.2.3.2.4 Criopreservacao

Ao longo deste trabalho a criopreservacao de células foi efetuada duas vezes. Em ambas se
determinou o nimero de células e retirou-se o volume equivalente a 1x10° células e colocou-
se num criovial perfazendo o volume de 1 mL com meio RPMI-C e adicionando 10% de DMSO.
Cada tubo de criopreservacao foi colocado a -20 ‘C durante 4 horas, depois a -80 C durante 2

dias e, por fim, colocado em azoto liquido.

3.2.3.3Incubacéo das células com o extrato

3.2.3.3.1 Preparacao das solugdes de incubacéo e Incubacao

A partir do extrato de cereja foram preparadas solucoes stock. Para a prepara¢ao da primeira
solucdo, denominada de extrato bruto, solubilizou-se o extrato similar a caramelo com cor de
cereja anteriormente obtido em meio de cultura, tendo-se obtido uma solucao a 0,12 g/mL. A
solucao de extrato digerido consistiu no extrato anteriormente referido sujeito ao processo de
digestao in vitro em cima descrito, tendo ficado com a mesma concentracao final (0,12
g/mL).

A incubacdo dos extratos com as células foi realizada em placas de cultura de 12 pocos com
inserts onde as células haviam sido semeadas com 21 dias de antecedéncia, de modo a
garantirem uma diferenciacdo adequada, as quais o meio de cultura foi mudado 16 h depois
de semeadas e apos esse tempo foi mudado a cada 48 h. Nas 24 h precedentes a incubacao
com os extratos o meio de cultura existente foi aspirado e colocou-se meio de cultura RPMI-C
sem indicador de pH, de modo a que a coloracao deste nao interferisse com o ensaio Lucifer

Yellow Permeability Assay explicado no subcapitulo 3.1.5.5. Decorrido este tempo, efetuou-
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se o primeiro ensaio TEER e em seguida o meio de cultura do compartimento apical foi
aspirado e as culturas celulares foram incubadas com volumes de 500 pL de extrato bruto e
extrato digerido. Decorridas 0,5, 1, 2, 4 e 6 h foi retirada uma aliquota da camara basolateral
de cada poco para posterior analise. Apos as 6h de incubacéo realizou-se a segunda medicao

TEER e o ensaio de permeabilidade do Lucifer Yellow.

Os ensaios foram realizados em quadruplicado e de forma independente.

3.2.3.4Ensaio da resisténcia elétrica transendotelial (TEER)

O ensaio TEER permite monitorizar a integridade de camadas de células em ensaios in vitro
bem como possiveis alteragdes nas juncdes intercelulares, por avaliacdo da resisténcia
elétrica transendotelial. Consiste na aplicacdo de um elétrodo de cada lado da monocamada
celular, gerando estes um sinal elétrico que é medido por um medidor de resisténcia

transendotelial, permitindo calcular a resisténcia elétrica da barreira (Hickman, 2016).

Antes de colocar as células a incubar com os extratos efetuou-se a primeira medicao TEER.
Para tal, utilizou-se um medidor de resisténcia transendotelial com um elétrodo acoplado.
Antes de realizar a medicao é necessario um passo de limpeza do elétrodo, entao este foi
colocado numa solucao de etanol 70% durante aproximadamente 1 minuto, sendo depois
retirado da mesma e com movimentos ndo muito bruscos agitado até secar. De seguida, o
elétrodo foi colocado num tubo com meio de cultura para que o mesmo ficasse equilibrado.
SO depois dos passos anteriores se iniciou a medicdo TEER colocando o elétrodo dentro de
cada poco, de modo a que a parte mais curta ficasse na camara apical e a parte mais
comprida na camara basolateral, devendo esta Gltima tocar no fundo do poco e fazer um
angulo de aproximadamente 90° com o mesmo. Este procedimento foi repetido em triplicado

em toda a placa de cultura de 12 pocos.

No fim do periodo de incubacdo da cultura celular com os extratos foi realizada a segunda

medicao TEER tendo-se repetido o procedimento anterior.

A avaliagao da resisténcia elétrica transendotelial da monocamada celular antes e depois da
incubacao da mesma com os extratos a testar foi calculada com a seguinte formula, usando os

valores obtidos no ensaio TEER:

Resisténcia elétrica transendotelial = (média das resisténcias de cada poco - média das resisténcias

do branco) x drea do insert

Foram obtidos os valores de resisténcia elétrica transendotelial para a monocamada celular,
antes da incubacdo, sendo os valores > 150 Q cm* considerados aceitaveis. Os valores de

resisténcia elétrica transendotelial obtidos depois da incubacdo com os extratos foram
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comparados com os anteriores, com recurso ao teste estatistico t-Student, onde se averiguou
a existéncia de diferencas significativas. Foram considerados estatisticamente significativos

valores onde p<0,05 (*).

3.2.3.5Ensaio da permeabilidade do Lucifer Yellow

0 ensaio Lucifer Yellow Permeability permite avaliar as caracteristicas de permeabilidade de
uma monocamada celular, por medicao da difusdo passiva de diferentes moléculas através da
mesma. O Lucifer Yellow é um composto hidrofilico que consegue atravessar a camada de
células através dos espacos paracelulares e das juncdes apertadas, sendo também facilmente
detetavel por espetroscopia de fluorescéncia. Este ensaio € também utilizado para verificar a
integridade da monocamada celular e determinar se a concentracao de trabalho de um

composto em estudo perturba essa mesma integridade (Colombini et al., 2013).

0 ensaio Lucifer Yellow Permeability foi realizado apo6s 6 h de incubacao das células com os
extratos. O meio foi aspirado em ambas as camaras delimitadas pelo insert e foram colocados
500 pL da solucao de Lucifer Yellow na camara apical e 1,5 mL do tampao HBSS na camara
basolateral. A placa de cultura foi colocada 1 h a incubar e, decorrido esse tempo, foram
pipetados 200 pL de cada camara basolateral para uma outra placa de cultura de 96 pocos. Na
mesma placa foi adicionado um branco (s6 com o tampao HBSS) e um controlo positivo
(Lucifer Yellow 0,1 mg/mL). A fluorescéncia foi medida a 485 nm (excitacdo) e 535 nm

(emissao) com recurso a um espectrofluorimetro.

A avaliacao da permeabilidade e integridade da monocamada celular depois da incubacao da
mesma com os extratos a testar foi calculada com a seguinte formula, usando os valores
obtidos no ensaio Lucifer yellow:

média das fluorescéncias de cada pogo — fluorescéncia branco

% permeabilidade = —— — . x 100
fluorescéncia controlo positivo — fluorescencia branco

Foram obtidos os valores de permeabilidade para a monocamada celular depois da incubacao
com os extratos. Foram considerados aceitaveis valores inferiores a 3%. Para estudos

comparativos foram considerados estatisticamente significativos valores onde p<0,05 (*).

3.2.4 Quantificacao e caracterizacao do perfil de compostos fendlicos
através de HPLC-DAD

As aliquotas recolhidas apos a incubacao das células com o extrato foram analisadas e
quantificadas por HPLC-DAD. O método analitico utilizado para o presente estudo ja havia

sido anteriormente desenvolvido e validado (Ramos, 2017) segundo os critérios de validacao
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da Food and Drug Administration. Como tal, parametros como seletividade, linearidade e
modelo de calibracdo, precisao e exatidao, limites de detecao e quantificacao foram

estudados a fim de garantir a fiabilidade dos resultados apresentados.

3.2.4.1Selecao de compostos fendlicos usados como padrao e Preparagao
de Solucdes

Para se proceder a quantificacdo dos compostos fendlicos nas aliquotas de cereja foi
selecionado um conjunto de compostos fenodlicos que, segundo a literatura estdao presentes
em cerejas, ou sao possiveis metabolitos provenientes dos compostos fenolicos presentes nas
mesmas. Perante isto, foram escolhidos os seguintes compostos: epicatequina, rutina, acido
clorogénico, acido p-coumarico, cianidina-3-0-glicosideo, quercetina-3,4’-di-O-glicosideo,

acido galico, cianidina e quercetina (figura 8) (Miller et al., 1981), (Ballistreri et al., 2013).
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Figura 8- Estrutura quimica dos compostos fendlicos em estudo. Adaptado (Phenolic Compound
Biochemistry, 2006).

As solucdes padrao dos compostos acido galico, acido p-coumarico, acido clorogénico,
cianidina, cianidina-3-glicosideo, epicatequina, rutina, quercetina e quercetina-3,4’-di-O-
glicosideo foram preparadas individualmente em metanol a uma concentracao de 1 mg/mL.
As mesmas foram acondicionadas em recipientes opacos e conservadas a 4°C até a sua
utilizacdo, a excecao das solucdes padrao de cianidina e quercetina-3,4’-di-O-glicosideo que

foram mantidas a -20°C de modo a diminuir a degradacao das mesmas.
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3.2.4.2Sistema cromatografico e Condi¢ées cromatograficas

O processo de caracterizacdo e quantificacdo das aliquotas anteriormente recolhidas foi
realizado num sistema de HPLC (modelo 1290 da Agilent, Santa Clara, CA, EUA), com um
detetor de fotodiodos (modelo 1260 da Agilent). A separacao cromatografica foi efetuada com
recurso a uma coluna Eclipse Plus C18, 3,5 pm, 4,6x100 mm (Agilent Technologies, Soquimica,

Portugal).

A fase movel consistiu numa mistura de acetonitrilo (fase movel A) e acido trifluoroacético
0,1% (fase mével B). Para a preparacao desta ultima pipetou-se 1 mL de acido trifluoroacético
para um baldo volumétrico de 1000 mL e perfez-se o restante volume com agua milli-Q. De
seguida, as solucdes referidas foram desgaseificadas em banho ultrassénico durante 15

minutos.

Relativamente as condicdes cromatograficas foi utilizado um fluxo de 0,5 mL/minuto, em
modo gradiente conforme as seguintes condicoes: Condicoes inciais: 10% de acetonitrilo (linha
A).

e Do minuto 3 ao 15: 15% de acetonitrilo (linha A).

e Do minuto 15 ao 20: as condicdes foram mantidas constantes com uma proporcao de
15% de fase movel da linha A.

e Do minuto 20 ao 25: 18% de acetonitrilo (linha A).

e Do minuto 25 ao 40: 30% de acetonitrilo (linha A).

e Do minuto 40 ao 45: periodo necessario para reequilibrar a coluna, tendo-se voltado

as condigdes iniciais.

O volume de amostra injetado foi de 20 pL, a temperatura da coluna foi de 35°C e o
amostrador foi mantido a uma temperatura de 4°C. Os comprimentos de onda maximos de

cada um dos compostos em analise foram os escolhidos para a detecdo dos mesmos, sendo
estes 280 nm, 320 nm, 360 nm e 520 nm.

3.2.5 Avaliacao da atividade antioxidante

O ensaio de DPPH é um ensaio espetrofotométrico que permite avaliar a atividade
antioxidante de um determinado extrato. A molécula de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) é
um radical livre de cor violeta que quando sequestrado por determinada substancia é
reduzido, pela doacado de hidrogénio, a hidrazida adquirindo uma coloracao amarelo palido. A

absorvancia medida a 517 nm é inversamente proporcional a percentagem de inibicdo e
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consequentemente a concentracdo de antioxidante, uma vez que estes sdo os responsaveis

pela eliminacdo de radicais livres (Luis et al., 2018).

Para proceder a realizacdao destes ensaios, as aliquotas recolhidas durante o processo de
digestao in vitro e no decorrer da incubacdo da cultura celular com os diferentes extratos
foram analisadas por este método. Para tal, foi preparado um tubo para cada aliquota para
onde foram pipetados 100 pL da amostra a analisar e 3,9 mL de uma solucao de DPPH 0,1 mM.
Foi também preparado um branco (s6 com metanol) e um controlo negativo (100 pyL metanol +

3,9 mL DPPH). Decorridos 15 minutos, as absorvancias de cada tubo foram lidas a 517 nm.

A percentagem de inibicdo de cada aliquota foi calculada com a seguinte formula, usando os

valores obtidos para as absorvancias apos a realizacao do ensaio DPPH:

o absorvancia do controlo — absorvancia da amostra
% inibicdo = — X 100
absorvancia do controlo

Foram obtidos os valores da percentagem de inibicdo para cada uma das aliquotas recolhidas
durante a digestao in vitro e no decorrer da incubacao da cultura celular com os diferentes

extratos.

3.2.6 Tratamento estatistico

Os resultados sdo expressos como os valores médios com desvios padrao (SD) e a analise
estatistica foi realizada utilizando o Microsoft Excel 365. Os valores representados foram
obtidos por uma analise de variancia unidireciona (t-Student) considerando-se

estatisticamente significativos valores de p <0,05 (*).
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4. Resultados e Discussao

Conforme o objetivo do presente trabalho, as células Caco-2 foram incubadas com os extratos
bruto e digerido do fruto de Prunus avium L. de modo a avaliar a biodisponibilidade do
conteudo fendlico, bem como a atividade antioxidante dos mesmos. Para tal, varios ensaios
foram realizados ndo s6 ao nivel celular de modo a garantir que a permeabilidade e
integridade celular eram aceitaveis, mas também desde o ponto de vista analitico. Os

resultados relativos a cada um destes ensaios encontram-se descritos linhas abaixo.

4.1 Determinacao do rendimento de extracao

Os processos de liofilizacao e extracao nao foram realizados pela autora do presente
trabalho, porém estes mesmos processos sao relevantes para este estudo, pelo que se

encontram aqui apresentados.

A extracdo metanolica da cereja foi realizada no trabalho de R. C. Ramos (Ramos, 2017),
tendo-se obtido um rendimento de extracao de 93,89 % para a variedade Saco 2017,
determinado pela comparacao do peso da fruta liofilizada e do peso do extrato. Para se
efetuar esta determinacao partiu-se do pressuposto que o extrato se encontrava
completamente isento de agua. Na figura 9 pode-se observar o aspeto do fruto no inicio do

processo de extracao e na figura 10 encontra-se ilustrado o aspeto final do extrato.

Figura 9- Fruto de Prunus avium L. no inicio do processo de extracdo (Ramos, 2017).
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Figura 10- Fruto de Prunus avium L. apds extracdo (Ramos, 2017).

4.2 Avaliacao global do processo de digestao in vitro

O processo de digestao simulada in vitro foi aplicado no extrato de cereja Saco 2017, tendo-

se preparado os quatro fluidos digestivos imediatamente antes da sua utilizacao.

No decorrer do processo digestivo foi possivel verificar que o extrato sofreu algumas
alteracoes, algumas das quais poderdo ser quimicas e enzimaticas. Estas foram auxiliadas pela

agitacao e temperatura. Na figura 11 é possivel observar essa mesma evolucéo.

Figura 11- Extrato de cereja antes da digestdo (A), apds digestdo salivar (B), apds
digestdo gdstrica (C) e ap6s digestdo duodenal e biliar (D).
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4.3 Avaliacdo da resisténcia elétrica da membrana
transendotelial de células Caco-2

A integridade da monocamada de células Caco-2, antes de se proceder a incubacdo com os
extratos, foi avaliada através do ensaio TEER, tendo-se obtidos os resultados apresentados na
tabela 4.

Tabela 4- Valores TEER obtidos na medicdo anterior a incubacGo com os extratos. Os valores
apresentados correspondem a média dos quadruplicados obtidos + desvio-padréo (D.P.).

TEER (Q cm?) + DP

Controlo 645,56 + 20,01
Bruto 356,22 + 35,72
Digerido 350,00 + 65,94

Com base nestas medicdes podemos verificar que a monocamada celular antes de contactar
com os extratos se encontrava integra, uma vez que os valores foram superiores ao limiar
minimo aceitavel (150-200 Q cm?) (Hellinger et al., 2012). A obtencéo dos presentes valores é
fundamental para determinar a funcionalidade da morfologia da monocamada de células,
podendo esta influenciar a penetracdo de moléculas na barreira celular (Hellinger et al.,
2012).

Apds 6h de incubacgdo celular com os extratos bruto e digerido, foi realizada uma segunda
medicao TEER (tabela 5). Estes valores foram comparados com os da primeira medicao
(tabela 4), de forma a averiguar a influéncia dos extratos na integridade celular.

Tabela 5- Valores TEER obtidos na medicdo posterior ao tempo mdximo de incubacdo (6 h) com os

extratos. Os valores apresentados correspondem a média dos quadruplicados obtidos + desvio-padrdo
(D.P.).

TEER (Q cm?) + DP

Controlo 682,67 + 197,49
Bruto 266,25 + 50,33
Digerido 256,00 + 80,88
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Figura 12-Valores da medicdo TEER antes e apds 6 h de incubacdo da monocamada celular com os extratos de cereja. Os valores
apresentados correspondem a média dos quadruplicado obtidos + desvio-padréo e as diferencas foram consideradas significativas
quando p<0,05

Como se pode verificar na tabela 5, apo6s a incubacao celular com os extratos, os valores de
TEER diminuiram, ainda que continuassem superiores a 150-200 Q cm?, e, portanto, ainda se
pudesse considerar a monocamada de células integra (Hellinger et al., 2012). Porém, na
figura 12 é possivel verificar que o extrato bruto, apoés 6 h de incubagao, promoveu uma
diminuicao significativa nos valores de TEER, sugerindo que ocorreram alteracoes
significativas na conformacao da membrana. Na mesma figura, pode ainda observar-se que o
extratro digerido ndo afetou significativamente as mesmas células no mesmo intervalo de

tempo.

Estudos sugerem que a diminuicdo do valor de TEER em células Caco-2 esta relacionado com
um aumento de permeabilidade ionica através da membrana plasmatica ou através das
juncodes intracelulares, provocadas pelo composto a ser estudado (Narai, Arai and Shimizu,
1997). Ha evidéncias de que algumas substancias alteram as juncodes intracelulares,
influenciando a funcdo da barreira intestinal que se torna mais permeavel. Este aumento de
permeabilidade reflete-se numa diminuicao de TEER (Lu et al., 2017).

DAr viAnmAr nA AriaAa nA AA~rAcrirmmAa AAc vinlarae A~ TECED ActA A AlAavAAAa ~Aan~Antra~3RA AA

Figura 15- Valores da medrcao TEER antes e apds 6 h de incubacdo da monocamada celular com os extratos de
cereja. Os valores apresentados correspondem a média dos quadruplicado obtidos + desvio-padrdo e as diferencas
foram consideradas significativas quando p<0,05(*).

apresentando este Ultimo uma diminuicdo significativa. Outra causa comummente sugerida

para a diminuicao do valor em questao é o elevado nimero de passagens celulares, uma vez
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que células mais envelhecidas tém tendéncia a formar multicamadas (Verhoeckx et al.,
2015). Porém, as células utilizadas encontravam-se entre as passagens 30 e 34, sendo estas
relativamente baixas. Também a densidade de células semeadas pode influenciar a medicao
TEER pois interfere com a capacidade de proliferacao, nao permitindo, por vezes, a divisao
celular minima (Verhoeckx et al., 2015). Todavia, mais uma vez isto nao é valido para o

presente trabalho, pois a densidade celular utilizada foi a recomendada pelo fabricante.

4.4 Avaliacdo da permeabilidade da membrana transendotelial

A permeabilidade da monocamada de células Caco-2, apo6s a incubacdo com os extratos foi
avaliada pelo ensaio de permeabilidade do Lucifer Yellow, tendo-se obtidos os resultados

apresentados na tabela 6.

Tabela 6- Percentagem de permeabilidade das células Caco-2 apds 6 h de incubac@o com os extratos de
cereja * desvio-padrdo (D.P.).

Permeabilidade (%) +DP

Controlo 0,205 + 0,108
Bruto 0,438 + 0,050
Digerido 0,304 + 0,082

Como se pode verificar na tabela 6, os valores obtidos para a percentagem de permeabilidade
da monocamada celular sao inferiores a 3%. Segundo o protocolo descrito pelo fabricante (
Sigma-Aldrich®), no qual se baseou este ensaio, os valores sdo considerados aceitaveis, pelo
que podemos inferir que a monocamada de células se encontrava com uma permeabilidade

eficiente e adequada a passagem dos compostos a analisar (Sigma-Aldrich, 2013).

Foi também efetuado o estudo da evolucdo da percentagem de permeabilidade das células
com e sem incubacao com os extratos de cereja, tendo-se obtido os resultados presentes na

figura 13.
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Figura 13-Percentagem de permeabilidade de células Caco-2 apds 6 h de incubacdGo com os
extratos, comparativamente aos controlos (*p<0,05).

Na analise da figura 13 é possivel verificar que ocorreu um aumento significativo da
percentagem de permeabilidade da monocamada celular depois da incubacao com extrato
bruto, relativamente ao controlo. O mesmo nao foi observado para o extrato digerido, apos o

mesmo tempo de incubacao.

Estes resultados sao concordantes com os anteriormente obtidos para a medicao TEER. De
facto, varios estudos descrevem o aumento significativo da permeabilidade em células Caco-2
apos incubacao com diferentes compostos, acompanhado do decréscimo do valor de TEER
(Satsu et al., 2001), (Piccolino, Neyton and Gerschenfeld, 1984). Esta variacdo sugere que a
funcao da barreira celular bem como os espacos intracelulares, e consequentemente a sua
permeabilidade, foram alteradas apods incubacédo (Satsu et al., 2001), (Piccolino, Neyton and
Gerschenfeld, 1984), (Cui et al., 2010).

Perante isto, existe a possibilidade do extrato bruto de alguma forma induzir danos na
monocamada celular, interferindo com a sua integridade e aumentando a sua
permeabilidade. Para o extrato digerido isto ndo se verifica, possivelmente porque apos
digestao os compostos aqui presentes sofreram modificacées tendo sido degradados noutros
mais pequenos que por sua vez foram menos suscetiveis a danificar a integridade da

monocamada celular.
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4.5 Caracterizacdo dos compostos fenoélicos apos digestdo in
vitro e apos incubacao celular

4.5.1 Quantificacao dos compostos fendlicos apés digestdo in vitro e apos
incubacao celular

Os compostos fenolicos presentes nas cerejas foram quantificados no tabalho de R. C. Ramos

(Ramos, 2017), tendo-se obtido os resultados presentes na tabela 7.

Tabela 7- Quantificacdo de compostos fendlicos para a variedade Saco 2017 + desvio-padrdo (D.P.).

Composto Quantificacado (pg/g extrato) + DP
Quercetina Nao detetado

Acido clorogénico 177 + 0,10

Acido galico 30,6 + 0,01

Acido p-coumarico 136,8 + 0,01

Rutina 639,6 + 0,07

Epicatequina 90,6 + 0,15

Cianidina N&ao detetado
Cianidina-3-0-glicosideo 1321,8 + 0,74
Quercetina-3,4’-di-O-glicosideo 1476,6 + 0,42

Como ja referido anteriormente, apos a incubacdo dos extratos bruto (0,12g/mL) e digerido
(0,12g/mL) com as culturas celulares, foram recolhidas aliquotas as 0,5, 1, 2, 4 e 6 h.
Posteriormente procedeu-se a quantificacdo dos compostos fendlicos selecionados por HPLC-

DAD, tendo-se obtido os resultados que se seguem (tabela 8 e figuras 14 e 15).
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Figura 14-Concentracdo dos compostos fendlicos nas aliquotas recolhidas apos os diferentes tempos de
incubacdo com o extrato digerido (ug/g extrato).

Tendo como base a tabela 8 e a figura 14 podemos verificar que o acido galico e o acido
clorogénico sdo os compostos fendlicos, presentes no extrato digerido, que atravessam a
monocamada celular em maior quantidade. A sua concentracdo vai aumentando
gradualmente no compartimento basolateral até as 4h de incubacdo, diminuindo depois de 6h

em contacto com as células.

Relativamente a quercetina-3,4’-di-O-glicosideo e a cianidica-3-0-glicosideo, presentes no
mesmo extrato, € possivel verificar que estes compostos se acumulam, de forma mais
acentuada, na camara basolateral durante a primeira hora de incubacdo. Decorrido esse
tempo, a sua concentracao continua a aumentar, porém de forma mais gradual. Ao fim de 6h
de incubacdo verifica-se um ligeiro decréscimo na quantidade destes dois compostos

fenolicos.

No que respeita a rutina, pode-se constatar que durante a primeira hora de incubacao a
mesma nao € detetada, todavia, a partir desse momento e até as 4h é notdério o aumento
progressivo da concentracao deste composto no compartimento basolateral, diminuindo apos

6h de incubacao.
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Em relacdo a epicatequina e ao acido p-cumarico verifica-se que sdo os compostos fendlicos,
presentes no extrato digerido, que atravessam a monocamada celular em menor quantidade.
Contudo, enquanto que o acido p-coumarico se mantém mais ou menos constante ao longo do

processo de incubacao, a epicatequina apenas é detetada apo6s 6h do mesmo processo.

Por oposicao, durante o processo de incubacao com o extrato bruto, apenas a quercetina-
3,4’-di-O-glicosideo conseguiu atravessar a monocamada celular. Foi possivel verificar um
aumento substancial da concentracao do mesmo composto, na camara basolateral, apos 1h de
incubacao. Esta concentracdo manteve-se constante até as 4h do mesmo processo, tendo

depois diminuido até a concentracao inicial (figura 15).

Quercetina-3,4'-di-O-glicosideo - Extrato bruto
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Figura 15 Concentracdo de quercetina-3,4’-di-O-glicosideo nas aliquotas recolhidas apds os diferentes
tempos de incubacdo com o extrato bruto (ug/g extrato).

Para além destes sete compostos fenolicos também se procedeu a detecao por HPLC-DAD de
quercetina e cianidina, tendo-se verificado a auséncia das mesmas quer apos incubacdo com o

extrato bruto, quer apos incubacao com o extrato digerido.

Em suma, podemos verificar que, a excecdo da quercetina e da cianidina, os compostos
fenolicos presentes no extrato digerido, e para os quais foram selecionados padrdes,
conseguiram atravessar a monocamada celular, encontrando-se presentes nas aliquotas
recolhidas da camara basolateral. O mesmo nao se verificou no extrato bruto, uma vez que
apenas a quercetina-3,4’-di-0-glicosideo foi detetada nessas mesmas aliquotas. Isto leva a
concluir que os compostos deste extrato ndo conseguem atravessar a monocamada de células.
Estes resultados foram comparados com os obtidos noutros trabalhos, todavia importa frisar
que sao pouquissimos os estudos desenvolvidos nesta area, nao se encontrando nenhum onde
se tenha avaliado a biodisponibilidade do fruto de Prunus avium L. em culturas celulares

Caco-2.
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No estudo de R. C. Ramos (Ramos, 2017) foram quantificados os mesmos compostos na mesma
amostra de cereja apos digestao in vitro, utilizando o mesmo equipamento de HPLC-DAD
usado neste trabalho. Foi verificado um aumento de acido galico e acido p-coumarico,
possivelmente libertados de outros compostos que sofreram degradacao durante o processo
digestivo. Também a epicatequina aumentou muito ao longo da digestdao. Pelo contrario, os
glicosideos rutina, cianidina-3-0O-glicosideo e quercetina-3,4’-di-O-glicosideo diminuiram
substancialmente, sugerindo que os mesmos se degraram. Tal como seria expectavel, ocorreu
um aumento de quercetina, possivelmente devido a degradacdo destes mesmos glicosideos.
Foi ainda constatado que a quercetina-3,4’-di-O-glicosideo foi o composto encontrado em
maior quantidade. Aquando da comparacao destes resultados com os do presente trabalho é
possivel verificar que todos os compostos diminuiram substancialmente apods a passagem pela
monocamada celular. Também os compostos mais abundantes diferem, enquanto que no
trabalho referido foram a quercetina-3,4’-di-O-glicosideo, cianidina-3-0-glicosideo e rutina,
no presente estudo os compostos presentes com maior concentracdo foram o acido
clorogénico e o acido galico. Contudo o aumento deste Ultimo havia sido verificado no
referido estudo.Tanto neste trabalho como no de R. C. Ramos (Ramos, 2017) nao foi detetada

cianidina.

Numa investigacao desenvolvidado por Rubio et al. (Rubid et al., 2014) estudou-se o efeito da
digestdao in vitro na bioacessibilidade de compostos fenodlicos presentes em azeite
aromatizado com tomilho, recorrendo a modelos celulares Caco-2 e HepG-2. Os resultados
indicaram que a bioacessibilidade dos compostos aumentou quando os extratos foram
digeridos. Também foi verificado um aumento da passagem de flavonoides pela barreira
celular apos digestdo. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos no presente trabalho,
uma vez que também se verificou um aumento da passagem dos compostos pela monocamada
celular aquando da digestdo do extrato. Pelo contrario, os compostos presentes no extrato

bruto, que nao sofreu digestao, tiveram uma taxa de absorcao muito inferior.

Um outro estudo desenvolvido por Toydemir et al. (Toydemir et al., 2013) avaliou a
biodisponibilidade de epicatequina e cianidina-3-0-glicosideo em cereja acida (Prunus cerasus
L.) e no seu sumo, recorrendo a incubacdo celular com células Caco-2 e posterior
quantificacdo por HPLC-FLD. No referido trabalho verificou-se que apos a passagem, tanto do
sumo como do fruto, pela monocamada de células a concentracdo de ambos os compostos em
estudo era menor. Isto corrobora a comparagao anterior, uma vez que a mesma diminuicao

foi verificada.

Ainda noutro trabalho realizado por M. Fazzari et al. (Fazzari et al., 2008), foi simulada uma
digestao in vitro em extratos de diferentes variedades de cerejas, tendo-se recorrido a uma
membrana de dialise com o intuito de simular a parede intestinal. A um dos lados da
membrana foi dado o nome de “acessivel ao soro” e ao outro “acessivel ao colon”. Verificou-

se que a percentagem de compostos fenolicos que atravessava a membrana deslocando-se
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para o lado “acessivel ao soro” era muito inferior a do lado oposto. Mais uma vez, estes
resultados vao de encontro ao ja referido, o que leva a crer que os compostos fendlicos
conseguem atravessar a monocamada celular que simula o epitélio intestinal. Porém durante
este processo algumas destas substancias perdem-se, ou ndo conseguem atravessar a ja
referida  monocamada, refletindo-se numa menor quantidade destes compostos no

compartimento que simula o acesso a corrente sanguinea.

4.6 Avaliacao da atividade antioxidantes dos extratos apos
digestao in vitro e apoés incubacao celular

A analise da atividade antioxidante dos extratos apds cada passo da digestao in vitro, e das
aliquotas recolhidas depois da incubacao dos extratos bruto e digerido durante 0,5, 1,2, 4e 6

h, foi realizada pelo ensaio de DPPH. Os resultados obtidos apresentam-se na tabela 9.

Tabela 9- Atividade antioxidante dos extratos apds os vdrios passos da digestdo e tempos de incubagéo.

Tempo de incubacao Amostra Inibicdo DPPH (%) + DP
Inicial (tempo zero) Extrato Bruto 83,18 £ 0,21

Extrato Digestao Salivar 41,28 + 0,47

Extrato Digestdao Gastrica 72,40 = 0,03

Extrato Digestao Duodenal 63,23 + 0,01

0,5h Extrato Bruto 0 +0,00
Extrato Digerido 0 +0,00
1h Extrato Bruto 0+ 0,00
Extrato Digerido 0+ 0,00
2h Extrato Bruto 0+0,00
Extrato Digerido 0 +0,00
4 h Extrato Bruto 0 +0,00
Extrato Digerido 0+0,00
6h Extrato Bruto 0+0,00
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Extrato Digerido 0+0,00

Com base na tabela anterior, observou-se que a atividade antioxidante é maxima no extrato
do fruto de Prunus avium L. antes de este sofrer qualquer processo de digestao, diminuindo
para aproximadamente metade apds a digestao salivar. Ja na digestdo gastrica verifica-se um
novo aumento de percentagem de inibicao de DPPH, e consequentemente de atividade
antioxidante, que diminui ligeiramente na digestdao duodenal. Contrariamente, todas as
aliquotas recolhidas ap6s incubacdo dos extratos com a cultura celular, independentemente

do tempo decorrido, nao demonstraram atividade antioxidante.

Os resultados referentes a atividade antioxidante obtida para as aliquotas recolhidas durante
a processo digestivo podem ser explicados pela variacdo do conteldo fendlico durante a
digestao in vitro observados no trabalho de R. C. Ramos (Ramos, 2017). Neste, verificou-se
que quatro dos polifendis avaliados, nomeadamente a epicatequina, acido galico, acido
clorogénico e cianidina-3-0-glicosideo, aumentaram a sua concentracao durante a digestao
gastrica, e a mesma diminuiu aquando da digestdao duodenal. Ja a quercetina-3,4’-di-O-
glicosideo e a rutina mantiveram-se constantes durante a digestdo salivar e gastrica, tendo

apenas diminuido durante a digestao duodenal.

Ja os resultados referentes as aliquotas recolhidas apos a incubacdo com as células vao de
encontro aos obtidos no presente trabalho e nos estudos efetuados por M. Fazzari et al.
(Fazzari et al., 2008) e por Toydemir et al. (Toydemir et al., 2013). Como referido
anteriormente, a concentracdo fenodlica apos a passagem pela monocamada celular diminui
substancialmente, pelo que a atividade antioxidante nestas aliquotas também sera menor,
refletindo-se numa menor, ou neste caso ndo existente, percentagem de inibicao do radical
DPPH.

A percentagem de cada composto que atravessa a monocamada celular também foi calculada,
com base nos valores relativos a concentracdao de cada composto no extato bruto (dados
obtidos de (Ramos, 2017)). Os resultados obtidos encontram-se descritos na tabela 10.

Tabela 10- Percentagem de cada composto que atravessa a monocamada celular relativamente a

composicdo inicial do extrato (percentagem relativa a composicdo inicial no extrato de cereja (Ramos,
2017)).

Composto Quantidade de composto que atravessa a

monocamada celular (%)

Acido galico 5,716

Acido p-coumarico 0,097

57


https://pubs.acs.org/author/Toydemir%2C+Gamze

Impacto da bioacessibilidade e biodisponibilidade dos compostos fenélicos das cerejas na atividade antioxidante

Epicatequina 0,370
Rutina 0,077
Acido clorogénico 1,831
Quercetina-3,4’-di-O-glicosideo 0,027
Cianidina-3-0-glicosideo 0,030

Tendo como base a tabela anterior é possivel verificar que apenas uma percentagem muito
pequena de cada composto consegue atravessar a monocamada celular e ficar biodisponivel.
Tal como era expetavel, os compostos menos absorvidos foram os glicosideos (rutina,
quercetina-3,4’-di-O-glicosideo e cianidina-3-0-glicosideo), possivelmente devido ao seu
tamanho. Ja os acidos galico e clorogénico foram os mais absorvidos. Mais uma vez, estes
resultados corroboram os verificados na medicao da atividade antioxidante, justificando a
diferenca de valores obtidos antes e depois da incubacao dos extratos com a monocamada

celular.
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5. Conclusdes e Perspetivas futuras

0 cuidado com a alimentacdo tem vindo a crescer e a tornar-se uma prioridade nos uUltimos
anos. Assim, o interesse pelos compostos fenolicos, bem como pelos alimentos onde os
mesmos estdao presentes tem vindo também a aumentar. Isto deve-se em muito a sua

atividade antioxidante e as propriedades benéficas para o organismo.

A cereja é uma dessas matrizes alimentares, uma vez que é rica em polifendis. Contudo, os
estudos acerca da sua biodisponibilidade sao poucos, nao sendo muito claro o comportamento

do conteldo fenolico aquando da absorcao intestinal.

A realizacado deste trabalho permitiu demonstrar a absorcao ao nivel intestinal dos compostos
fenolicos do fruto de Prunus avium L. e, consequentemente, a sua biodisponibilidade. No
geral, verificou-se que apds sofrerem um processo de digestdo simulada, os polifenodis
detetados e identificados nos extratos de cerejas conseguiram ser absorvidos pela barreira
celular, tornando-se biodisponiveis (figura 16). Porém, estes mesmos compostos
apresentavam-se em concentracoes bastante menores, nao demonstrando qualquer atividade
antioxidante, facto que nao se verificou antes da passagem pela monocamada celular.
Contudo, importa ressaltar que a porcao de fruta, e consequentemente, de extrato utilizado
€ muito pequena, pelo que a quantidade de compostos fenodlicos presentes no mesmo também
€ menor. Assim, a auséncia de atividade antioxidante pode dever-se a isso mesmo, nao

invalidando que a mesma possa ser verificada em quantidades maiores de cereja.

Fluido salivar + fluido géstrico + fluido
duodenal + fluido biliar
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Figura 16 Esquema sintese do processo de digesté@o e absorcdo dos compostos fendlicos presentes no fruto de
Prunus avium L.
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Contrariamente, quando o mesmo extrato de cereja nao sujeito a digestao foi colocado em
contacto com a mesma camada de células apenas a quercetina-3,4’-di-O-glicosideo conseguiu
atravessar a mesma e tornar-se biodisponivel. Pelo que se pode concluir que a digestdao é um
processo indispensavel para que ocorra absorcao, pois sem ele o conteldo fendlico da matriz

alimentar nao fica bioacessivel.

O presente estudo também permitiu verificar que apds incubacdo celular com o extrato
bruto, a integridade da monocamada celular ficou alterada e a permeabilidade da mesma
aumentou. O mesmo nao foi verificado apos a incubacao com o extrato que sofreu o processo
digestivo. Isto sugere que os compostos que interferem com as juncoes intercelulares
presentes no extrato bruto, apdés o processo digestivo, sofrem modificacdes, sendo
degradados noutros mais pequenos que por sua vez deixam de afetar a integridade e

permeabilidade celular.

Todavia, o presente trabalho é apenas um ensaio in vitro, pelo que todas as conclusdes
devem ser consideradas com precaucdo. Assim, sao necessarias investigacoes futuras,
nomeadamente recorrendo a coculturas celulares, desta e outra linha celular, de modo a que
seja possivel uma aproximacao mais real do epitélio intestinal e para colmatar falhas e
desvantagens das mesmas. Posteriormente, ensaios in vivo devem ser também realizados, de

modo a confirmar os resultados anteriormente obtidos.
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Anexos
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Figura 1- Cromatograma obtido para o dcido gdlico (TR=2.83 min) e epicatequina (TR= 11.33 min). A=280 nm

DAD1 B. Sigr320 4 Ref=360.100 (JOANA GONCALVESIRCR_DIGESTIVO 2018-0322 17 42-38 MDD

600
500
400

300

1675

-100

T T T T T
10 13 20 25 30 ki)

Figura 2- Cromatograma obtido para o dcido clorogénico (TR=7.68 min), quercetina-3,4"-di-O-glicosideo (TR= 15.81
mim) e dcido p-coumdrico (TR= 17.98 min). A=320 nm
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Figura 3- Cromatograma obtido para a rutina (TR=22.04 min) e quercetina (TR= 39.17mim). A=360 nm
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Figura 4- Cromatograma obtido para a cianidina-3-0-glicosideo (TR=12.93 min). A=520 nm
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