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REsSuMO

As antocianinas sdo compostos flavonoides e sdo os responsaveis pelas
cores, vermelha, roxa e azul de diversos frutos e legumes. Quimicamente, as
antocianinas, sao derivados glicosidicos, polihidroxilados ou polimetoxilados do
2-fenil-benzopirilio e apresentam uma absor¢do maxima na gama do visivel
entre os 520 e os 540 nm. As antocianinas sdo compostos que estao envolvi-
dos numa vasta gama de actividades biolégicas, nomeadamente antioxidante e
anti-inflamatoria, e estas estdo associadas a manutencdo da homeostasia do
organismo, prevenindo o aparecimento e desenvolvimento de diversas patolo-
gias, nomeadamente as doencas inflamatorias intestinais. As suas actividades
e propriedades séo influenciadas pelo pH, temperatura, luz, oxigénio e outros
factores. De entre uma vasta variedade de frutos e de vegetais, os mirtilos des-
tacam-se pelo seu elevado teor em antocianinas.

Assim, o ponto de partida deste estudo foi a obtencédo e caracterizagao
quimica — atraves da quantificacdo dos fendis totais (método Folin-Ciocalteau)
e das antocianinas (método a diferentes pH), seguida da analise por HPLC —
de um extracto enriquecido em antocianinas a partir de mirtilos (Vaccinium
corymbosum L.) provenientes de Sever do Vouga, Portugal. Posteriormente foi
avaliado o seu potencial antioxidante, através da capacidade antioxidante total
(método de ABTS) e da actividade scavenging (ensaio da oxidacdo da dihidro-
rodamina pelo peroxinitrito). De seguida, avaliou-se o potencial citotdxico do
extracto numa linha celular de macrofagos de murganhos (RAW 264.7) e em
duas linhas celulares cancerigenas (HT-29 e AsPC-1), através da medida da
viabilidade celular pelo ensaio do MTT e do efeito anti-proliferativo pelo ensaio
da sulforodamina B, respectivamente. Por fim, explorou-se o potencial efeito
deste extracto na motilidade intestinal de ratos Wistar.

O extracto obtido apresentou um teor de fendis totais, expresso em ter-
mos de acido galhico, e de antocianinas expresso em delfinidina 3-glucosido,
idéntico ao encontrado por outros autores em extractos similares. Também a
andlise por HPLC revelou a presenca de formas glicosiladas e aciladas de cin-
co antocianidinas (delfinidina, malvidina, petunidina, cianidina e peonidina) tal

como descrito por outros, para a mesma espécie. Relativamente a capacidade



antioxidante total do extracto e a capacidade de proteccédo a agresséao induzida
pelo peroxinitrito verificou-se uma actividade superior a do Trolox, no primeiro
caso, e superior a da delfinidina-3-glucésido no segundo. No que respeita a
actividade bioldgica e atendendo a que o extracto s6 apresentou toxicidade nos
macrofagos para valores relativamente elevados de concentracdo, pudemos
averiguar ainda, uma inibicdo na producao de espécies reactivas de oxigénio e
oxido nitrico por macrofagos activados, assim como um efeito anti-proliferativo,
em células cancerigenas. Quanto ao efeito do extracto na motilidade intestinal
os resultados obtidos sdo apenas preliminares, necessitando por isso de con-
firmacao.

Em conclusdo, os resultados obtidos foram complementares ao de
outros estudos e bastante promissores, corroborando dados da literatura que
apontam as antocianinas como compostos da dieta com um papel importante

na saude humana.

Palavras-chave: mirtilos (Vaccinium corymbosum L.); antocianinas; actividade antio-

xidante; actividade anti-inflamatoria; motilidade intestinal.
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ABSTRACT

Anthocyanins belong to the class of flavonoids responsible for the red,
purple, and blue pigmentation detected in many fruits and vegetables. These
flavonoid compounds are glycosylated, polyhydroxy or polymethoxy derivatives
of 2-phenylbenzopyrylium with a maximum absorption at 520 to 540nm. Antho-
cyanins are involved in a wide range of biological activities including antioxidant,
anti-inflammatory and anti-carcinogenic activities. Thus, these compounds posi-
tively induce the maintenance of cellular homeostasis which in turn prevent the
formation and development of several disorders, including the intestinal inflam-
matory disease. Their activities and properties are influenced by pH, tempera-
ture, light, oxygen and other factors. Among several fruits and vegetables ex-
pressing these compounds, blueberries stand out due to its high content in an-
thocyanins.

The starting point of this study was to obtain an anthocyanin-rich extract
from highbush blueberries (Vaccinium corymbosum L.), from Sever do Vouga,
Portugal. This procedure was followed by the chemical characterization of an-
thocyanins through the total phenolic (Folin-Ciocalteau method) and anthocya-
nins (pH-differential method) measurements, as well as, HPLC analysis. After-
ward, we evaluate the anthocyanin-rich extract antioxidant potential, by the total
antioxidant capacity (ABTS method) and by the peroxynitrite scavenging ca-
pacity (peroxynitrite-mediated oxidation of dihydrorhodamine 123 assay). Then,
the cytotoxicity of the extract was analyzed on a mouse macrophages cell line
(RAW 264.7) by the MTT test and on human colon and pancreas adenocarci-
noma cell lines (HT-29 and AsPC-1) by the sulforhodamine B assay. Finally, the
potential effect of the extract on intestinal motility of Wistar rats was explored.

The extract showed a total phenol content expressed in galic acid, and a
content of anthocyanins expressed in delphinidin-3-glucose, which is in line with
other studies using similar extracts. Moreover, HPLC analysis showed the pres-
ence of glycosylated and acylated forms from five anthocyanidins (delphinidin,
malvidin, petunidin, cyanidin, and peonidin), as referred by others for the same
specie (Vaccinium Corymbosum L.). Concerning the total antioxidant capacity

of the extract and the ability to inhibit the peroxynitrite-mediated dihydrorhoda-

Vii



mine 123 oxidation, the effectiveness of the extract was higher than that of To-
lox and than that of delphinidin-3-glucoside, respectively. Relatively to the bio-
logical activity, the extract reduced LPS-induced reactive oxygen species and
nitric oxide release in macrophages, in nontoxic concentrations, and presented
an anti-proliferative effect in cancer cell lines. About the effect of the extract on
the motility of rat ileum the results obtained are only preliminary, so that they
need confirmation.

In conclusion, the results from this study were complementary to those of
other studies and they appeared quite promising regarding the global know-
ledge on this subject, which suggest that anthocyanins are compounds from
diet with a very important role in human health.

Key words: Highbush blueberry (Vaccinium corymbosum L.); anthocyanins,

antioxidant activity; anti-inflammatory activity; intestinal motility.
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Introducdo

rutas e vegetais contém uma variedade de moléculas que captam radi-

cais livres, como os compostos fendlicos (acidos fendlicos, flavondides),

compostos azotados (alcaléides, aminas), vitaminas, terpendides (que
incluem os carotendides) e outros metabolitos enddégenos, que tém uma eleva-
da actividade antioxidante. Estudos epidemiolégicos demonstram que estes
compostos também possuem varias actividades biolégicas, homeadamente
anti-inflamatoria, anti-cancerigena, anti-tumoral, anti-mutagénica, anti-
bacteriana ou anti-viral e possuem, ainda, a capacidade de inibir ou activar
determinadas enzimas assim como funcionar como agentes quelantes. A
ingestdo de antioxidantes esta associada a diminuicdo do risco de incidéncia
de cancro, de doencgas cardiovasculares, de diabetes e de outras doencas rela-
cionadas com a inflamacg&o e o envelhecimento. Estes estudos referem ainda
que, antioxidantes com capacidade scavenger tém uma maior relevancia na
prevencdo dos stresses oxidativo e nitrosativo, que sao responsaveis pela
maioria das doencas (Muanda et al., 2011).

E sabido que niveis elevados de espécies reactivas de oxigénio e de
espécies reactivas de azoto alteram a estrutura e a funcdo celular. A dieta
humana é a principal fonte de antioxidantes que protegem o organismo da
exposicdo a compostos oxidantes e nitrosantes. Uma alimentacédo rica em
antioxidantes — em consequéncia do elevado consumo de frutas, vegetais,
cereais — tem estado associada a reducdo da incidéncia de inUmeras doencas,
como as doencas inflamatérias intestinais que afectam cerca de 3,6 milhdes de

pessoas na Europa e nos E.U.A. (Lakhan et al., 2010).

1.1  ANTOCIANINAS

As antocianinas sdo compostos flavondides encontrados em plantas
superiores e sao responsaveis pelas cores, vermelha, roxa, azul, laranja das
folhas, caules, raizes, flores e frutos. Nas plantas, estes compostos actuam
como um escudo contra os raios UV, bactérias, fungos, virus e reac¢des oxida-
tivas. Em humanos apresentam actividades variadas, como a antioxidante, e

propriedades biologicas diversas. Ainda actuam como agentes anti-
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inflamataorios, anti-mutagénicos, inibem a adesao de bactérias a membrana da
mucosa dos tractos gastro-intestinal e urinario e proporcionam protec¢ao car-
diaca, ao manter a permeabilidade vascular. Esta capacidade para regular a
permeabilidade dos vasos capilares tem sido a base para a sua definicdo como
vitamina P. Apresentam, também, protec¢do contra as hepatites A e B e contra
a hepatotoxicidade do paracetamol. Extractos ricos em antocianinas estéo
associados a efeitos protectores que incluem a modelacao da disfungéo neuro-
nal relacionada com o avanco da idade e 0 aumento da resisténcia dos eritroci-
tos ao stresse oxidativo (demonstrado in vitro) (Svarcova et al., 2007).

Desde 1981 que a FDA aprovou a utilizacdo de antocianinas como

corantes naturais com a designacdo E163 11,

1.1.1 Caracteristicas

Quimicamente, as antocianinas sao derivados de polihidroxilados ou
polimetoxilados glicosidicos do 2-fenil-benzopirilio e absorvem luz de compri-
mento de onda entre os 500-530 nm (Wang et al., 2008).

Representam o grupo mais importante de pigmentos pouco solaveis em
agua, responsaveis pelas cores azul, roxa, laranja, preta e vermelha de muitos
frutos (mirtilos, uvas), vegetais (tomate, cenoura) e flores; este variado leque de
cores deve-se (i) a capacidade de glicosilacéo, (ii) ao grau e natureza de esteri-
ficacdo dos acgucares com acidos alifaticos ou aromaticos das antocianinas, (iii)
ao pH, (iv) a temperatura, (v) ao tipo de solvente e (vi) & presenca de co-
pigmentos no meio onde estes compostos se encontram (Dreiseitel et al.,
2009).

As caracteristicas das antocianinas variam significativamente com o0s
locais de producao e deve-se, em parte, aos diferentes estados de maturacao
aquando das colheitas e do local. Outros factores inerentes a producdo ou

ambiente também podem influenciar estas diferencas (Johnson et al., 2011).
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1.1.2 Estrutura

Estruturalmente, as antocianinas séo constituidas por trés anéis aroma-
ticos: A, B e C (Figura 1A). Conjugados no C3 do anel C aparecem um ou mais
acucares, como a glucose, a galactose, a ramanose, a xilose e a arabinose.
Contudo, se nédo existir nenhum acucar conjugado neste anel, estes compostos
passam a ser designados por antocianidinas (Figura 1B). Ao contrario de
outros flavondides, as antocianinas tém uma carga positiva em solu¢éo acidica,
a sua estrutura depende do pH e sdo mais estaveis em condi¢cdes acidicas
(Takikawa et al., 2009).

Figura 1: Estruturas quimicas de (A) antocianinas e (B) de antocianidinas (adaptado de Castafieda-
Ovando et al., 2009).

Pelo facto do hidrogénio nas posicbes R; e R, do anel B poder ser subs-
tituido por grupos hidroxilo ou grupos metoxilo, € possivel existirem seis anto-
cianidinas (Tabela 1) mas se acrescentarmos a natureza e extensao da cadeia
glicosidica simples ou acilada o nimero de antocianinas aumenta para as cen-
tenas. As principais diferencas entre estas baseiam-se (i) no niumero de grupos
hidroxilo na molécula; (i) no grau de metilacdo destes grupos hidroxilo; (iii) na
natureza, numero e localizacdo de acucares ligados a molécula e (iv) no nime-
ro e natureza dos acidos alifaticos e aromaticos ligados aos acucares na molé-
cula. Todas estas variaveis contam para o0 enorme namero de compostos que
pertencem a familia de antocianinas e que funcionam para os investigadores
como “impressdes digitais” de muitas espécies de vegetais, permitindo assim a

sua identificacdo (Galvano et al., 2009).
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Tabela 1: Estrutura basica das antocianidinas predominantes nos frutos e vegetais (Pascual-Teresa et al.,
2010).

ANTOCIANIDINAS R1 R2

Pelargonidina H H
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH
Petunidina OCHs; OH
Peonidina OCHgs; H
Malvidina OCHj; OCHj;

Muitas antocianinas estdo na forma acilada, através de acidos arométi-
cos e alifaticos e os mais comuns sdo os acidos cafeico, ferrulico, acético, suc-
cinico, oxalico, malico, p-hidroxi benzdico e malénico (Welch et al., 2008). A
estrutura quimica (posicdo, numero e tipo de substituintes) das antocianinas

determina o grau das suas propriedades bioactivas (Lila, 2004).

1.1.3 Estabilidade das Antocianinas

Actualmente, a cor que os alimentos apresentam € considerada um dos
factores cruciais na aprovacao destes, uma vez que a intensidade de cor esta
directamente relacionada com a qualidade do produto. Apesar de serem exce-
lentes corantes naturais, 0 que as torna uma boa alternativa aos corantes sinté-
ticos, as antocianinas apresentam uma estabilidade muito reduzida quando
presentes em solucao.

A intensidade e a estabilidade das antocianinas dependem de inUmeros
factores, designadamente da concentracdo, do pH, da temperatura, da intensi-
dade da luz, da qualidade e presenca de outros pigmentos, de metais, do oxi-
génio, de ides, entre outros (Roobha et al.,, 2011). Estes factores tém como
consequéncia a alteracdo da estrutura quimica, da cor e da concentracao das
antocianinas nos frutos e plantas influenciando as suas propriedades e activi-
dades. A alteracdo de factores ambientais como a temperatura, a luz e o pro-
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prio pH aceleram a destruicdo das antocianinas. E esta destabilizacdo esta

associada ao aumento da hidrdlise do anel B (Woodward et al., 2009)

1.1.3.1 pH

Em solugdo aquosa, as antocianinas podem apresentar quatro estrutu-
ras distintas dependendo do pH: catido flavilico, base quinoidal, pseudo-base
carbinol e calcona (Figura 2 a). A pH 1, todas as moléculas de antocianinas em
solucéo estdo na forma de catido flavilico e apresentam cor vermelha, que se
deve a carga positiva no anel C da molécula e esta é a estrutura mais estavel
das antocianinas [Figura 2 a (A)]. Quando o pH aumenta para valores entre 2 e
4 a espécie predominante é a base quinoidal que apresenta cor azul [Figuras 2
a (B-D)]. Para valores de pH entre 5 e 6 apenas duas espécies, incolores,
podem ser observadas, a pseudo-base carbinol [Figura 2 a (E)] e a calcona
[Figura 2 a (F)].

A estabilidade das antocianinas depende dos grupos substituintes pre-
sentes no anel B e a presenca de grupos metoxilo ou hidroxilo adicionais dimi-
nuiem a estabilidade destes compostos a pH neutro, assim a pelargonidina é a
mais estavel Ao contrario das antocianidinas, os mono-glucésidos e a maioria
dos derivados di-glucdsidos sao mais estaveis a pH neutro, uma vez que as
moléculas de acucar evitam a degradacdo das antocianinas em compostos
aldeidicos e acido fendlico, Figura 2 b.

Todas as reac¢des que conduzem a alteracdo da estrutura das antocia-
ninas sao reversiveis e a cor vermelha pode ser restabelecida através do rea-
justamento do pH. Desta forma um valor baixo de pH pode prevenir a oxidacao
das antocianinas permitindo que estas mantenham as suas propriedades e
caracteristicas intactas (Castafieda-Ovando et al., 2009; Roobha et al., 2011
Wrolstad et al., 2012).
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Figura 2: Influéncia do pH na estabilidade das antocianinas em solucéo. (a) Reaccgdes de
transformac&o da estrutura das antocianinas (variando o pH entre 1 e 6), em que R1 = H ou gluco-

se, R2 e R3 = H, hidroxilo ou metilo. (b) Reac¢do de degradacdo das antocianinas (Castafieda-
Ovando et al., 2009).
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1.1.3.2 Temperatura

A temperatura apresenta um papel destabilizador na estrutura das anto-
cianinas. O aumento da temperatura é directamente proporcional ao grau de
destruicdo observado nestes compostos, ou seja, quando a exposicdo a uma
temperatura elevada € longa ha alteracbes na antocianina e no complexo de
co-pigmentacéo resultando num aumento da intensidade de absor¢cdo de luz
visivel (efeito hipercromico) e num deslocamento do méximo de absorgédo (des-
locamento batocrémico) nos picos principais (Abyari. et al., 2006).

Roobha e colaboradores (2011) sugerem que a rapida destruicdo das
antocianinas a temperaturas elevadas pode dever-se a hidrolise da estrutura 3-
glucosido que tem um efeito protector na antocianina instavel. Sugerem ainda —
tal como Laleh e colaboradores (2006) — que a hidrélise do anel C resulta na
producdo da calcona, que é responsavel pelo aparecimento da cor castanha
nos alimentos que contém antocianinas.

O manuseamento de extractos enriquecidos em antocianinas a baixas

temperaturas pode preservar a estabilidade dos compostos em questéo.

1.1.3.3 Luz

A presenca de luz reduz, significativamente, o tempo de meia vida das
antocianinas (Lima et al., 2005), uma vez que destroi 0s seus pigmentos e,

assim, hd uma aceleracao da destruicdo destas (Laleh et al., 2006).

1.1.3.4 Co-pigmentacao

A presenca de co-pigmentos permite aumentar a estabilidade das anto-
cianinas em solucao, visto que estabiliza tanto a sua cor como a sua estrutura
(Figura 3). O mecanismo de co-pigmentacdo consiste na interac¢ao entre o co-
pigmento (molécula incolor planar, rica em electréesT) e o pigmento (cromof o-
ro da antocianina com estrutura planar) originando uma associagdo molecular

ou um complexo com cor. O complexo resultante desta interac¢éo causa efeito
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hipercromico e deslocamento batocrémico. Os fendis livres nas plantas podem
ser considerados potenciais co-pigmentos; por exemplo nos mirtilos sdo o aci-
do ferdlico, o acido cumarico e o acido clorogénico (Abyari et al., 2006). No
entanto, interacgdes entre compostos fendlicos e antocianinas sao transitorias,
devido a falta de ligacGes quimicas; sendo este fenOmeno designado por for-
macédo de complexo de transferéncia de carga ou interac¢cdes r-11. Contudo, os
co-pigmentos podem ser outros compostos, tais como flavondides, alcaléides,
aminoacidos, acidos organicos, nucleétidos, polissacarideos, metais ou até
mesmo outras antocianinas (Castafieda-Ovando et al., 2009)

A interaccdo entre as antocianinas e 0s co-pigmentos depende das
espécies intervenientes e pode resultar da “auto-associacdo” ou da formagéo
de uma co-pigmentacao intramolecular, no caso de o co-pigmento ser outra
antocianina (Figura 2 A e B); da complexacéo, se a interac¢cédo se der com um
metal (Figura 2 C) ou da co-pigmentacao intermolecular, se o co-pigmento tiver

pares de electrdes livres (Figura 2 D).

A » 3~ B
v oo alliEteaf .
T ey, &
‘!‘-.4.».- ;::-::: - #ﬂ\ﬁ’ﬁ-
S . ¢ ] &
) O 8 20 2a S
L _'.g,,ﬂ - . W
.‘:“"‘"ﬁ . alr«‘ P A A_J
e kn A, Ay A ;J,'\
it A_A_ 1 o(n‘
3 A0 T =
Pohy
4
Cc D
;?1"" g
. e __.-’ (\L (‘.L
Y e

P ol E i
}}1‘” o \Sq i
S 3 et
ey % %y -.
< Ny ;
BP0 ot A7 Ages
- 4
e
8 *
Figura 3: Interaccdo de antocianinas com (A) outras antocianinas, (B) co-pigmentoacao intramoleculares,

(C) metais e (D) co-pigmentacao intermoleculares (Castafieda-Ovando et al., 2007).

Apesar da presenca de co-pigmentos ser uma vantagem na estabilidade

das antocianinas, estes ndo asseguram, necessariamente, um aumento da
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estabilidade destes compostos aquando da presenca de temperaturas eleva-
das e de luz, ou seja, apesar da estrutura molecular em questdo apresentar
uma velocidade de degradacdo mais baixa do que as antocianinas sem co-
pigmentos, esta quando sujeita a factores tais como os referidos (temperatura e
luz) durante um periodo longo de tempo comeca a degradar-se ocorrendo a
degradacdo do ido flavilico originando a forma calcona (Abyari et al., 2006;
Welch et al., 2008).

1.1.3.5 Metais

Gracas a presenca de um grupo hidroxilo no anel C na estrutura das
antocianinas, é possivel que estes compostos quelatem i6es metalicos como o
ferro e o cobre conduzindo a um aumento da intensidade da cor das antociani-
nas (Kowalczyk et al., 2003) e estas passam a ser designadas por metaloanto-
cianinas.

Na presenca de ides (ferro, aluminio, cobre, magnésio, célcio, molibdé-
nio, estanho) as antocianinas formam produtos insolUveis que apresentam uma
maior estabilidade perante factores destabilizadores como o pH, a temperatura
e 0 oxigénio, relativamente as antocianinas livres (Lopes et al, 2007; Castafie-
da-Ovando et al., 2007). E, consequentemente, sdo uma boa alternativa para a
estabilizacdo da cor — isto claro, se 0os metais envolvidos ndo implicarem

nenhum risco para a saude.

1.1.3.6 Oxigénio

A presenca de oxigénio no meio também € um factor significativo na
degradacéo de antocianinas, mesmo na auséncia de luz e em toda a gama de
pH. Esta degradacao deve-se a oxidagdo, directa ou indirecta, dos constituintes
do meio que vao, por sua vez, reagir com as antocianinas alterando a sua

estrutura quimica. Em consequéncia ha a formacao de precipitados e a solucéo
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torna-se turva e isto pode ser o resultado da oxidacéo directa da base carbinol

das antocianinas (Lopes et al. 2007).

1.1.3.7 Outros Factores

A metilacdo e a acilagao das antocianinas sdo dois processos que afec-
tam positivamente a cor e a estabilidade, ao afectar os pigmentos e, conse-
quentemente, 0 mecanismo de co-pigmentacdo. A metilacdo conduz ao
aumento de grupos metoxilos na estrutura das antocianinas, tornando-as mais
estaveis, enquanto que a glicosilagdo afecta a quantidade de aglcares presen-
tes nas antocianinas. As consequéncias directas da acilagdo sdo uma menor
sensibilidade a variacdo do pH e uma proteccdo contra a degradacao dos acu-
cares pelas glucosidases. A utilizacdo de acidos aromaticos contribui para o
processo de acilacao.

Com o intuito de inibir o crescimento microbiano, o diéxido de enxofre é
frequentemente adicionado as frutas e vegetais, no entanto este também
actuar como nucledfilo e atacar o catido flavilico, conduzindo a deterioracéo
dos pigmentos.

Por si s, 0 acido ascérbico (vitamina C) pode ter um efeito na degrada-
céo das antocianinas ao desempenhar uma clivagem oxidativa no iao flavilico

de forma semelhante ao ataque pelo dioxido de enxofre (Welch et al., 2008)

1.2 ACTIVIDADE BIOLOGICA

Nos ultimos anos inUmeros estudos comprovaram gue as antocianinas
desempenham um amplo leque de actividades biolégicas, nomeadamente acti-
vidades antioxidantes (scavenging de radicais livres, quelatacdo de ides), anti-
inflamatorias, anti-microbianas e anti-carcinogénicas; melhoram a viséo, indu-
zem a apoptose e tém efeitos neuroprotectores. As propriedades mencionadas
sdo benéficas no tratamento de inUmeras patologias, nomeadamente a retino-
patia diabética, a aterosclerose, doencas microvasculares, cancro e doencas

inflamatorias.
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Dada a diversidade grande de actividades biolégicas e porque a activi-
dade antioxidante e anti-inflamatdria se reflectem no beneficio para a saude em

muitos estados patoldgicos irei referir estas duas mais detalhadamente.

1.2.1 Actividade Antioxidante

Todos o0s processos biologicos essenciais, como 0 metabolismo celular,
nao ocorrem sem a formacao de espécies reactivas de oxigénio e/ou espécies
reactivas de azoto. No entanto, o aumento descontrolado destas espécies esta
fortemente associado com a etiologia e patofisiologia de um numero de doen-
cas humanas, designadamente doencas inflamatdrias, infeccbes virais, can-
cros, doengas auto-imunes, doencgas neurodegenerativas, doencas cardiovas-
culares e envelhecimento prematuro.

Do oxigénio total consumido nos tecidos, 95% deste é utilizado em pro-
cessos metabdlicos enquanto que os restantes 0,1-5% sao transformados em
espécies reactivas na mitocéndria.

As espécies reactivas de oxigénio formam-se a partir da reducdo da
molécula de oxigénio, originando o anido superoxido, peréxido de hidrogénio e

o radical hidroxilo [1].

0-0 - O, — H,0, - HO — H,0O [1]

O 6xido nitrico (NO) é uma molécula paramagnética lipofilica formada
por um atomo de azoto e por outro de oxigénio, de tamanho reduzido que ocor-
re naturalmente em dezenas de tipos de células em varias parte do corpo, com
um tempo de meia vida de apenas alguns milisegundos e é produzido a partir
do aminoacido L-Arginina (L-Arg) — sendo o Unico substrato fisiologico nas
células eucaridtas — pela acgdo da oOxido nitrico sintase (ONS) [2] (Wiesinger,

2000).
ONS
L-Arginina + O, — NO + citrulina + H,O [2]

11



Introducdo

E sabido que o NO é um potente agente vasodilatador com propriedades
anti-hipertensoras, anti-trombéticas, anti-aterogénicas e anti-proliferativas do
musculo liso. No entanto, o éxido nitrico pode reagir espontaneamente com o
anido superoxido originando o peroxinitrito, ONOO', [3], um intermediario alta-
mente reactivo capaz de iniciar uma variedade de processos patologicos. O
ONOO' pode destruir o ADN, provocar uma diminui¢cdo dos niveis intracelulares
de glutationa, iniciar a peroxidacao lipidica e inactivar enzimas através da oxi-
dacao de proteinas. Para além disso, o ONOO™ modifica a tirosina presente em
proteinas formando residuos nitrotirosinicos e isto pode levar a inactivacao de
muitas proteinas e dano de constituintes celulares, caracteristicas da presenca

de stresse nitrosativo (Gemma et al., 2007).

NO' + O, — ONOO" 3]

A toxicidade das espécies reactivas de oxigénio e de azoto deve-se ao
facto destas reagirem com a maioria das biomoléculas — ADN, proteinas e lipi-
dos — alterando, deste modo, as suas propriedades. Estas espécies podem
provocar (i) danos na mitocondria em resultado da diminuicdo da producao de
ATP, (ii) oxidacdo de aminoacidos, como cisteina, metionina e histidina levando
a alteracOes estruturais das proteinas, (iii) peroxidacao lipidica, que leva a for-
macao de produtos reactivos que podem reagir com proteinas e com o ADN,
danificando-os, (iv) alteracbes no ADN e, subsequentemente, nos nucleétidos
gue o constituem conduzindo a quebra da dupla hélice e, consequentemente, a
mutacdes (Wu et al., 2003). Assim, € fulcral que a producéo de espécies reacti-
vas de oxigénio e de azoto seja bem regulada, de modo a garantir a homeosta-
sia do organismo.

Uma vez que tanto a producdo de espécies reactivas de oxigénio como
a de espécies reactivas de azoto sao processos que ocorrem naturalmente no
organismo, existem mecanismos de desintoxicagdo — antioxidantes — envolvi-
dos na proteccédo celular contra estas espécies reactivas.

Com efeito, em condi¢cdes normais, o organismo dispde de um sofistica-
do sistema de defesa antioxidante enzimatico, como a superéxido dismutase,
catalase e glutationa peroxidases, e ndo enzimatico, como a vitamina E, vita-

mina C e carotendides que actuam como scavengers de oxidantes e radicais
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livres com o intuito de eliminar o excesso de espécies reactivas. No entanto,
em condi¢des patoldgicas estes mecanismos de defesa tornam-se ineficazes,
pois ndo eliminam as espécies reactivas, conduzindo a um excesso de produ-
cdo destas — e, assim, ha formacdo de stresse oxidativo/nitrosativo, isto é,
desequilibrio entre a producdo de espécies reactivas de oxigénio/espécies

reactivas de azoto — Figura 4 — (Muanda et al., 2010)
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Figura 4: Alteracdes da homeostase conduzem ao
stresse oxidativo (adaptado de Gemma et al., 2004)

Estudos epidemiolégicos e experimentais sugerem que o consumo de
alimentos ricos em compostos fitoquimicos estd associado a prevencao de
inUmeras doencas. Estes compostos juntamente com agentes redutores pre-
sentes na dieta (carotendides e vitaminas C e E) protegem os tecidos do orga-
nismo contra o stresse oxidativo. Geralmente referidos como antioxidantes,
estes compostos podem prevenir inUmeras patologias associadas ao stresse
oxidativo, nomeadamente cancro, doencas cardiovasculares e inflamatérias.
Estes compostos bioactivos podem ser encontrados em diversos legumes e
frutos, nomeadamente no aipo, liméo (flavonas), brécolos, morango, maca (fla-
vonais), chas preto e verde (flavandis), casca de laranja (flavanonas), soja (iso-
flavonas), mirtilos, cerejas (antocianinas) — Figura 5 — (Scalbert et al., 2000;
Pan et al., 2010; Jakesevic et al., 2011).
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Figura 5: Efeitos bioactivos (antioxidante e anti-inflamatorio) de compostos fitoquimicos provenientes

da dieta na prevencao de inUmeras patologias (adaptado de Pan et al., 2010)

Existem estudos que demonstram que os mecanismos de metabolis-
mo/absor¢cdo destes compostos podem afectar a eficacia da capacidade anti-

oxidante de frutos e vegetais (Prior, 2003).

1.2.2 Actividade Anti-inflamatdria

A inflamacdo € um processo biolégico que pode resultar, por exemplo,
do dano nos tecidos e inicia-se pela activacdo do sistema imune inato, o qual
desempenha um papel crucial na inducdo de sinalizadores, estabelecendo o
inicio deste processo. A principal funcédo da inflamacéo € reparar o dano, de
forma a repor o equilibrio homeostético. A grande importancia em manter este
equilibrio esta relacionada com o aumento do possivel dano causado pela res-
posta inflamatéria no organismo. Assim, a resposta inflamatoria ideal € rapida,
destrutiva e especifica. O processo inflamatdrio e o sistema imune estao forte-
mente relacionados, pois uma sobreactivagdo da resposta do sistema imune
pode causar inflamacao crénica devido a uma regulagcdo ou resolucédo ineficaz

desta resposta (Garcia-Lafuente et al., 2009).
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A inflamacao cronica esta associada a um aumento de diversas espé-
cies oxidativas e nitrosativas produzidas pelas células inflamatérias (macroéfa-
gos, neutrodfilos, linfécitos), podendo, também, activar moléculas sinalizadoras
(citocinas), enzimas (ONS) e conduzir a expressao de genes inflamatoérios (NF-
KB). As espécies inflamatérias produzidas por células imunes podem também
atacar tecidos normais que rodeiam o local onde se da a inflamacéo, causan-
do-lhes dano oxidativo e, consequentemente, ha um aumento da extensao do
local de inflamagé&o (Pan et al., 2010).

Nestas condicOes, 0 excesso de oxidantes e de mediadores inflamato-
rios tém um efeito prejudicial no tecido normal, nomeadamente toxicidade, pro-
liferacdo celular anormal, inibicdo das fun¢cées normais dos tecidos e 6rgaos,
conduzindo a disturbios sistémicos. Em situac6es em que as células produzem
niveis de espécies reactivas acima dos valores normais, pode ocorrer uma de
duas situacdes: (i) se os niveis das defesas antioxidantes forem semelhantes
aos niveis das espécies pro-oxidantes, ha inducdo de mecanismos reguladores
que conferem proteccdo e, portanto, 0os niveis de citocinas anti-inflamatorias
também sdo semelhantes aos das citocinas pro-inflamatérias, havendo protec-
cao de inflamacéo e, assim, a homeostase € mantida; (ii) por outro lado, se na
presenca de stresses oxidativo/nitrosativo os niveis das defesas antioxidantes
forem, significativamente, inferiores as das espécies pré-oxidantes ha a indu-
cdo de respostas imunitarias e estas conduzem a um desequilibrio entre citoci-
nas anti- e pro-inflamatoras, havendo um agravamento da inflamacéo e o orga-
nismo pode desenvolver diversas patologias, nomeadamente as doencas

inflamatérias intestinais.

1.2.2.1 Doengas Inflamatorias Intestinais

O intestino constitui a parte final do tubo digestivo e, nos primatas, €
divido em delgado e grosso. O intestino delgado estd compreendido entre o
estbmago e o intestino grosso e inclui o duodeno, o jejuno e o ileo. Este 6rgéo
€ assim designado pois o didmetro do seu limen é mais pequeno do que o do
intestino grosso, no entanto o seu comprimento é maior. Outra diferenca que 0s

intestinos delgado e grosso apresentam € a presenca de mesentério no delga-
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do (excepto na regido do duodeno). O mesentério esta ligado a parede abdo-
minal posterior, estendendo-se obliqua e perifericamente ao longo de 15 cm e
4-6 m, respectivamente, cobrindo por inteiro o jejuno e o ileo. O ileo é consti-
tuido por uma parede fina, possui um limen pequeno (comparativamente ao
jejuno) e ocupa principalmente a regido central e direita do abdémen e da pél-
vis (In Human Physiology, 2003).

Em condi¢cbes normais as células epiteliais, as células de Paneth, os
enterdcitos e as células imunitarias presentes no intestino constituem uma bar-
reira contra as citocinas e metabolitos provenientes dos micrébios ou hospedei-
ros de modo a manter a homeostase intestinal e combater os agentes patogé-
nicos. No entanto, uma alteracdo deste equilibrio pode conduzir a inflamacéo
intestinal. Esta patologia resulta de uma resposta imune exagerada e pouco
controlada, mediada pelos linfécitos T, conduzindo a uma alteragdo do estado
redox nas ceélulas epiteliais do intestino. Esta modificagdo da homeostasia
induz alteracfes na motilidade intestinal (Monteleone et al., 2010); é caracteri-
zada pelo movimento do contetudo proveniente do estébmago, bolus alimentar,
através dos intestinos delgado e grosso por um processo designado por peris-
taltase. Este processo consiste em contraccdes ritmicas e ondulatérias que
permitem ao bolus deslocar-se ao longo do tracto intestinal. Este movimento €
controlado pelo sistema nervoso entérico (SNE), uma rede com mais de 100
milh6es de neurdnios presentes na linha do tracto gastrointestinal. Apesar dos
neuronios no SNE comunicarem através de neurotransmissores encontrados
no cérebro, as suas funcdes locais no tracto gastrointestinal apenas regulam a
actividade do musculo liso (In Human Physiology, 2003). O bolus do quimo ao
estimular os neurénios entéricos, que por sua vez estimulam os intrinsecos afe-
rentes, acaba por estimular os neurénios motores e estes ao enervarem as
células do musculo liso, tanto longitudinal como circular, e as células intersti-
ciais de Cajal, induzem a libertacdo de neurotransmissores tanto excitatorios
como inibitérios. A contrac¢do e o relaxamento do musculo liso devem-se a
estimulacdo do neurotransmissor acetilcolina na parte superior e a estimulacéo
do NO na zona inferior do bolus, respectivamente — Figura 6— (In Human Phy-
siology, 2003; Lin et al., 2011).
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Figura 6: O movimento peristaltico é produzido por reflexos locais que envolvem o SNE e este consiste em neu-
rénios, interneurdnios e neurénios sensoriais. Os neurotransmissores que estimulam a contrac¢do do musculo
liso estdo representados com (+) enquanto que aqueles que induzem o relaxamento do musculo liso estdo repre-

sentados com (-). Legenda: ON — éxido nitrico, ACh — acetilcolina (adaptado In Human Physiology, 2003).

Contudo, em ambientes pro-inflamatorios, ocorre alteracdo da motilidade
que € iniciada quando as células produzem niveis elevados de espécies reacti-
vas de oxigénio e de azoto e os mecanismos de defesa ndo actuam eficazmen-
te. Estas espécies sdo capazes de iniciar os mecanismos de morte celular. A
producdo destas espécies oxidativas pela mitocondria em elevadas concentra-
¢cOes acelera o dano celular (Baregamian et al., 2006), levando a quebra da
barreira intestinal, ou seja, a destruicdo das células epiteliais do intestino indu-
zindo a activacdo do sistema imune. A actividade das células imunitarias € alte-
rada e, portanto, ha um aumento da reactividade, provocando um excesso de
producédo de células T, resultado da proliferacdo descontrolada e da resisténcia
a estimulos apoptéticos (Monteleone et al., 2010) e um enfraquecimento da
regulacdo, ou seja, o enfraquecimento das citocinas anti-inflamatoérias (Figura
7).
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Figura 7: A alteracdo da homeostase intestinal € induzida por um desequilibrio entre a producao de citocinas anti-

e pré-inflamatérias em resultado da sobreactivacéo do sistema imune e de factores de crescimento, conduzindo a
[2].

inflamacao no intestino
Deste modo, com a sobreactivacdo do sistema imune, ha a libertacédo
excessiva de citocinas inflamatdrias (interleucinas, interferées, factor de necro-
se tumoral-alfa) e de factores de crescimento que conduzem a activacdo de
mais células T; paralelamente, os niveis de citocinas anti-inflamatérias dimi-
nuem. Por sua vez, a activacdo continuada de células T potencia a inflamacéo,
uma vez que estas libertam espécies reactivas de oxigénio e de azoto, haven-
do, assim, um continuo aumento dos niveis de radicais livres que levam a um
aumento do dano oxidativo no intestino potenciando a inflamacé&o. Este ciclo
vicioso conduz a infiltracdo de agentes patogénicos, a reducdo das bactérias
da flora intestinal e a alteracdo da motilidade intestinal caracterizada pela perda
de elasticidade, pelo espessamento da parede intestinal e num estado mais
avancado pelo enrijecimento do musculo liso intestinal, ndo ocorrendo contrac-
céo e relaxamento deste. Em resultado disto a motilidade do intestino fica debi-
litada e, assim, a absor¢cdo de nutrientes e a excrecdo de residuos fica com-

prometida.

18



Introducdo

1.3 OBJECTIVOS GERAIS

O interesse pelas antocianinas tem aumentado significativamente ao
longo do tempo em diversas areas (designadamente nas industrias alimentar e
farmacéutica) e prova disso sédo os inumeros estudos farmacolégicos que con-
firmam a eficiéncia destes compostos presentes em diversos frutos, em conse-
quéncia dos seus diversos beneficios na saude.

Com efeito as antocianinas da dieta tém sido consideradas como res-
ponsaveis pela diminuicdo do risco de doencas associadas as suas proprieda-
des antioxidantes e anti-inflamatorias. Atendendo a que a doencga inflamatoria
intestinal se enquadra dentro desse perfil de doencas e que a ingestdo média
diaria de antocianinas parece ultrapassar a de qualquer outro flavondide deci-
dimos explorar algumas propriedades biolégicas que possam contribuir para o
efeito benéfico destes compostos no contexto da doenca inflamatdria intestinal.
De entre os frutos e vegetais com conteudo elevado em antocianinas escolhe-
mos os mirtilos pelo impacto que pode ter, inclusive a nivel econémico, uma
vez que se trata de uma cultura em expansdo em Portugal numa zona bem
delimitada do centro do Pais.

Assim, os objectivos propostos para este estudo foram:

— Obtencéo de um extracto enriquecido em antocianinas — a partir de mirti-
los (Vaccinium corymbosum L.) — adquiridos no concelho de Sever do
Vouga,

— Caracterizacado quimica do extracto quer em termos de fendis totais,

quer em termos de antocianinas;

— Avaliagéo do potencial antioxidante do extracto em termos de capacida-
de antioxidante total e capacidade scavenging do peroxinitrito;

— Avaliagcdo da eventual toxicidade celular quer em termos de viabilidade
celular quer de efeito anti-proliferativo;

— Avaliacdo do efeito protector contra a producdo de espécies reactivas
por células activadas;

— Exploragéo do efeito na motilidade intestinal.
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2.1 REAGENTESE SOLUCOES

Os mirtilos (Vaccinium corymbosum L.) utilizados neste estudo foram
adquiridos a BioGrésso, Sever do Vouga, Portugal.

Os reagentes de laboratério foram todos de pureza adequada aos
ensaios a realizar. O 2,2’ — azinobis[3-etilbenzotiazoline-6-sulfonato] (ABTS), a
acetilcolina, a dihidrorodamina 123 (DHR), o dimetilsulféxido (DMSOQ), o diace-
tato de 2,7-diclorodihidrofluoresceina (DCFHDA), o lipopossacarideo (LPS), o
brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il)2,5-difenilterazolio (MTT), o Trolox e a sulfo-
rodamina B (SRB) foram obtidos da Sigma-Adrich Co. O reagente Folin-
Ciocalteau foi adquirido da Merck.

Para a cultura celular, o0 meio de cultura Dulbeco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) foi adquirido da Gibco-Invitrogen, enquanto que a tripsina, o
soro fetal bovino e a mistura de antibioticos streptomicina/penicilina foram obti-
dos da Biochrom. As linhas celulares (RAW 264.7, HT-29 e AsPC-1) foram
obtidas da European Collection of Cell Culture (ECACC).

As antocianinas utilizadas como referéncia ou padrdao foram obtidas da
Extrasynthese (Genay, Franca) e utilizadas em solugcdo em DMSO.

Todas as solucfes foram preparadas em agua ultrapura MiliQ.

2.2  OBTENCAO DE UM EXTRACTO ENRIQUECIDO EM ANTOCIANINAS

Os mirtilos provenientes de Sever do Vouga foram adquiridos em Julho
de 2011, época apropriada a colheita, em condicbes adequadas, repartidos por
aliquotas e congeladas a - 20°C.

Para a obtencdo do extracto enriguecido em antocianinas, os mirtilos
foram homogeneizados com uma solugdo acetona/metanol/agua/acido férmico
(40/20/20/0,1) na proporgédo de 100 g de fruto para 300 mL de solugcéo de
homogeneizacdo num homogeneizador tipo Waring-Blender durante 30 s a
baixa velocidade e 2x 15 s a alta velocidade (Youdim et al., 2002). O homoge-
neizado foi filtrado por gaze e posteriormente centrifugado a 1000g durante 10
minutos a 4°C. O sobrenadante obtido foi transferido para um baldo de fundo

redondo e evaporado num evaporador rotatorio a 37°C e a pressao reduzida. A
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presséao foi restabelecida com azoto para minimizar a degradacédo das antocia-
ninas. O residuo foi solubilizado em agua e designado por extracto bruto. Pos-
teriormente procedeu-se a purificagdo do extracto bruto por extrac¢do de fase
sélida, utilizando para o efeito uma coluna de fase reversa Sep-Pak Cis (35 cc,
10 g) adquirida & Waters. Esta etapa do processo € de grande importancia para
a remocao de alguns compostos presentes no extracto bruto, nomeadamente
acucares e outros compostos fendlicos, que ndo as antocianinas, permitindo
assim a obtencdo de um extracto com maior teor relativo de antocianinas.
Antes de aplicar a amostra, a matriz da coluna foi previamente activada com
metanol (50 mL) e lavada com agua acidificada (75 mL HCI 0,01%) Esta matriz
retém os compostos organicos hidrofébicos (antocianinas e fendlicos), enquan-
to que acucares e &cidos sdo prontamente eluidos com agua acidificada
(0,01% HCI). Para a remoc¢do dos compostos fendlicos, ndo antocianinas reti-
das na matriz, procedeu-se a eluicdo com acetato de etilo. Finalmente as anto-
cianinas foram eluidas com metanol acidificado (0,01% HCI) (Figura 8) (Rodri-
guez-Saona et al., 2001). Esta técnica de purificacdo apresenta diversas van-
tagens, nomeadamente elevada selectividade, extraccéo rapida e baixa quanti-

dade de solventes envolvidos (Miniati, 2007).

agua acetato etilico metanol
amostra (0,01% HCI) (0.01% HCI)

O © °
(&)
o
o
(0]
(o]
agucares fenclicos tocian
acidos (procianidinas) antocianinas

Figura 8: Purificagdo de antocianinas por extraccdo de fase sélida. Os componentes da amostra, representado
pelos diferentes tons de circulos, foram eluidos como indicado A ultima eluicdo, com metanol acidificado, eluiu as

antocianinas (adaptado de Rodriguez-Saona et al., 2001).

A fraccado metandlica foi seca num evaporador rotativo a 37°C a pressao
reduzida. O residuo seco foi solubilizado num volume exacto de DMSO [extrac-

to 1] ou numa mistura metanol/agua (1/1) suplementado com HCI (0,5% con-
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centracdo final) [extracto 2], repartido em aliquotas, saturado com azoto e con-
gelado a -20°C para os estudos posteriores.

O extracto em DMSO foi utilizado em todos os estudos a excepc¢do dos
estudos de motilidade intestinal em que também foi utilizado o extracto aquoso.

2.3 CARACTERIZACAO QUIMICA DO EXTRACTO ENRIQUECIDO EM ANTOCIANINAS

2.3.1 Quantificacdo dos Fenois Totais

O conteudo fendlico total do extracto foi avliado espectrofotometricamen-
te usando o método colorimétrico de Folin-Ciocalteau que se baseia na utiliza-
cao do reagente de Folin-Ciocalteau, uma mistura de Oxidos fosfotungsténio e
fosfomolibdico, que é reduzida pelos fendis a acidos de tungsténio e de molib-
démio de cor azul proporcional a concentracdo de fendis. Sucintamente, adi-
cionaram-se 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau diluido em agua miliQ (1/10)
a um pequeno volume extracto, normalmente na ordem dos 30 pL. A mistura foi
incubada durante 2 minutos a temperatura ambiente e de seguida foram adi-
cionados 2,0 mL de uma solucdo de carbonato de sédio (75 g.L-1). A mistura
foi vigorosamente agitada em vortéx e aquecida durante 15 minutos, a 50 °C, e
de seguida foi arrefecida num banho com gelo e a absorvancia foi lida a 760
nm. As amostras foram analisadas em triplicado.

Os resultados obtidos com o extracto foram comparados com os valores
obtidos com uma solucdo padréo de acido galhico (5 mg.mL™) e foram expres-

sos em g acido galhico.L™ extracto.

2.3.2 Quantificacdo das Antocianinas

O contetdo monomérico das antocianinas do extracto foi determinado
espectrofotometricamente usando um espectrofotometro UV/Visivel (Perkin
Elmer Lambda 45) a diferentes valores de pH (Giusti et al., 2001). Para tal

foram usadas duas solu¢cfes tampéao: uma de cloreto de sédio (0,025M) pH 1,0
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e outra de acetato de sodio (0,4M) pH 4,5. O extracto foi previamente diluido
em cada uma das solucdes tampdo e as leituras espectrofotométricas foram
feitas apOs 15 minutos e até 1 hora da diluicdo para permitir um equilibrio, mas
sem alterar a antocianina. A absorvancia da amostra diluida foi calculada da
seguinte forma: A = (Ax vis max — A700)pH1,0 — (A vis max — A700)pH 4,5, de acordo com
Rodriguez-Saona et al.,, 2001. O valor de absorvancia foi convertido em con-
centracdo de antocianina e expresso em g.L™, a partir da absortividade molar e

respectiva massa molecular da delfinidina.

2.3.3 Separacao e Identificagcdo das Antocianinas do Extracto por HPLC

Através de Cromatografia Liquida de Alta Precisdo ou High-Performance
Liquid Chromatography, HPLC, foi possivel separar e identificar algumas das
antocianinas presentes no extracto.

Utilizou-se uma coluna de fase reversa (Lichocart C18 da Merck com
125 mm de comprimento, 4 mm de diametro interno e particulas de 5 um) e a
deteccao foi feita por photodiode array (Beckman Gold 168 detector) a 520 nm
(Durst et al., 2001). A fase mével utilizada foi constituida pela seguinte mistura
de solventes (previamente filtrados num sistema de filtracdo sob vacuo): sol-
vente A agua/acido formico (95/5) e solvente B dgua/acetonitrilo/acido férmico
(65/30/5) e de acordo com o gradiente de eluicao representado na Tabela 2 e

com um fluxo de 1 mL.min%.

Tabela 2: Gradiente de eluicdo para a separac¢édo e identificacdo do extracto enriquecido em antocianinas
por HPLC.

TEMPO (MIN.) SOLVENTE A (%) SOLVENTE B (%)
0 80 20
1 20 80
45 0 100
50 0 100
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2.3.3.1 Hidrdlise Acida do Extracto Enriquecido em Antocianinas

A hidrélise de antocianinas consiste na quebra das ligagcfes entre o anel
C e os acgUcares presentes, dando origem as antocianidinas.

Assim, a 1 mL de extracto foram adicionados 9 mL de uma solucéo de
50% CH3OH + 2 N HCI. Esta mistura foi feita em tubo de vidro de tampa rosca-
da, borbulhou-se azoto e depois devidamente fechado o tubo foi colocado num
banho seco a 90°C durante uma hora (Durst et al., 2001; Yi et al., 2005).

2.4 AVALIACAO DA ACTIVIDADE ANTIOXIDANTE

De forma a avaliar a actividade antioxidante do extracto enriquecido em
antocianinas, avaliou-se a capacidade antioxidante equivalente ao Trolox e a
capacidade de proteger a oxidacdo da dihidrorodamina 123 (DHR) induzida

pelo peroxinitrito

2.4.1 Ensaio da Capacidade Antioxidante Total

A capacidade antioxidante total do extracto foi determinada cineticamen-
te num espectrofotometro Perkin-Elmer (Lambda 45) essencialmente como
descrito por Re et al. (1999).

Brevemente, o catido radical ABTS™ foi gerado por reaccdo do ABTS
(7mM) com o persulfato de amonio 2,45 mM a temperatura ambiente e no
escuro durante pelo menos 16 horas. Para o ensaio a solucdo de ABTS™ foi
diluida com etanol até um valor de absorvancia de 0,70 (+ 0,02) a 734 nm. Ini-
cialmente, o ensaio foi realizado com Trolox (2,5; 5,0; 7,5; 10,0;12,5; 15,0 yM),
um analogo soluvel em agua doa -tocoferol (vitamina E). Quer o Trolox quer o
extracto foram diluidos em etanol e a absorvancia foi medida a 734 nm durante
sete minutos a 30°C. Os resultados foram expressos em equivalente de Trolox,

a partir de uma curva padrao construida com base na percentagem de inibicédo
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da absorvancia do branco (absorvancia do radical ABTS™) pelo Trolox versus a

concentracdo de Trolox.

2.4.2 Ensaio da Oxidacao da Dihidrorodamina Induzida pelo Peroxinitrito

Para avaliar a actividade scavenging de peroxinitrito procedeu-se a reali-
zacao do ensaio de oxidacdo da dihidrorodamina. Este método permite avaliar
a capacidade de captacdo do peroxinitrito recorrendo a monitorizacao fluorimé-
trica da diminuigéo da oxidag&o da dihidrorodamina induzida pelo peroxinitrito.

As misturas de reacc¢ao, com volume final de 2,0 mL, foram preparadas
directamente na couvette do fluorimetro. Assim, a solucao tampao fosfato sali-
no (K;HPO, 50 mM; NaCl 90 mM; KCI 90mM) a pH 7,4 foi adicionada dihidro-
rodamina com uma concentracédo de 15 pM de e a fluoreséncia foi monotor i-
zada num fluorimetro (Perkin-Elmer) com comprimentos de excitagdo e de
emissdo de 500 e 536 nm e larguras de fenda de 5,0 e de 5,0, respectivamen-
te. Apds 2 minutos do inicio da monitorizacéo a reaccado de oxidacao foi inicia-
da pela adicdo de ONOO™ 1,2 uM em NaOH 0,1M e o aumento da fluorescéncia
registado. Nos ensaios com o extracto ou a delfinidina estes foram adicionados
imediatamente antes do peroxinitrito. A delfinidina foi utilizada como um com-
posto referéncia. Os ensaios decorreram a temperatura ambiente e sob agita-
cdo. O ensaio controlo corresponde a oxidacdo maxima da sonda, ou seja, a
100% fluorescéncia. Os resultados foram apresentados em percentagem do

controlo — % controlo (Santos et al., 2004).

2.5 CULTURAS CELULARES

Foram utilizadas neste estudo trés linhas celulares: uma de macro6fagos
de murganho, RAW 264.7, outra de adenocarcinoma de c6lon humano, HT-29,
e outra de adenocarcinoma de pancreas humano, AsPC-1.

A linha celular de macréfagos foi utilizada para avaliar eventual efeito

toxico do extracto assim como eventual efeito protector em células activadas
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com estimulo proé-inflamatoério. As duas linhas celulares de cancro humano
foram usadas para testar eventual efeito do extracto na proliferacéo celular.
Todas as células foram mantidas em frascos de cultura de 75 cm? com
meio DMEM suplemtentado com 10% de soro fetal bovino e com 1% de anti-
bidtico (streptomicina/penicilina) numa incubadora a 37°C com 5% de CO, e
80% de humidade até confluéncia adequada. De seguida as células foram
removidas com raspador (no caso dos macréfagos) ou apds adicao de tripsina
(0,25%) e semeadas em caixas de 12 ou 24 pocos, e com uma densidade celu-

lar adequada ao ensaio em questéao.

2.5.1 Viabilidade Celular

As células RAW 264.7 foram semeadas em caixas de 12 pocos com
uma densidade de 2x10° células/poco. Ap6s 24 horas o meio foi removido e
substituido por outro ao qual foram adicionados volumes diferentes do extracto
enriquecido em antocianinas. As células foram incubadas durante 24 e 48
horas e a viabilidade celular foi determinada pelo ensaio do MTT.

Para tal aspirou-se o meio de cada poco, as células foram lavadas com
PBS (37°C) e incubadas com 50 pL MTT (5 mg.mL™?) em PBS durante uma
hora, a 37°C, no escuro. Ap6s esse periodo, o meio foi cuidadosamente remo-
vido, os cristais de formazana foram dissolvidos em DMSO (500 uL) e de
seguida procedeu-se a sua quantificacdo através da medicdo da densidade
optica a 530 nm num leitor de placas Synergy HT (Bio Tek Instruments). Os
resultados foram expressos em percentagem de controlo, isto €, células a que

nao foi adicionado extracto.

2.5.2 Producéao de Espécies Reactivas de Oxigénio
Para quantificar a producao intracelular de espécies reactivas de oxigeé-

nio foi wusada wuma sonda fluorescente, a diacetato de 2,7-
diclorodihidrofluoresceina (DCFHDA).
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Brevemente, os macrofagos foram semeados em placas de 12 pocos e
com uma densidade de cerca de 3x10° célula/poco. Ap6s 16 horas o meio foi
removido e substituido por novo meio de cultura ao qual foi adicionado o
extracto em concentracdes diversas. As células foram incubadas durante 15
minutos e de seguida estimuladas com LPS 1 pug.mL™. Uma vez activadas
foram incubadas durante 24 horas. Apds esse periodo de tempo as células
foram incubadas durante 15 minutos com DCFHDA (5 uM) e posteriormente
lavadas duas vezes com PBS a 37°C para remover a sonda que nao internali-
zou nas células. Posteriormente, adicionou-se 1 mL de PBS a cada poco e
mediu-se a fluorescéncia num leitor de placas Synergy HT (Bio Tek Instru-
ments) tendo como comprimentos de onda de excitacdo e de emissao 485 e
530 nm, respectivamente. Os resultados foram expressos em percentagem de
controlo, isto é, células activadas mas que ndo foram pré-incubadas com o
extracto. Paralelamente, as células foram visualizadas por microscopia de fluo-

rescéncia (Microscopio Zeiss, Axiovert 40).

2.5.3 Producao de Oxido Nitrico

A producédo de oxido nitrico pelos macrofagos activados, em condi¢des
idénticas as descritas no ensaio da producdo de espécies reactivas de oxigé-
nio, foi determinada como nitrito acumulado no sobrenadante das células de
acordo com a reaccao de Griess (Granger et al., 1996)

No fim de 16 horas de incubacgé&o adicionou-se ao sobrenadante removi-
do de cada poc¢o 100 pL de sulfanilamida 1% em acido fosforico 5% e apoés cin-
co minutos adicionou-se 0 mesmo volume de N-1-naftiletiienodiamida 0,1% em
agua. A absorvancia foi medida a 530 nm num leitor de placas Synergy HT (Bio
Tek Instruments) e a concentracao de nitrito foi calculada por comparagdo com
os valores obtidos com curva padrao de NaNO, 0,1 M, preparado em meio de

cultura. Os resultados obtidos foram expressos em nmol nitrito/6 x 10° células.
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2.5.4 Proliferacéo Celular

A proliferacao celular foi avaliada nas células HT-29 e AsPC-1 recorren-
do ao ensaio da sulforodamina B. Para este ensaio as células foram semeadas
em caixas de 24 pocos com uma densidade de 50x10° células/poco. Ap6s 24
horas de incubacdo nas condi¢des referidas anteriormente na secc¢éo “ 2.5 Cul-
turas Celulares”, o meio de cultura foi removido e substituido por novo meio de
cultura ao qual foi adicionado o extracto em DMSO. As células foram incubadas
por 24 e 48 horas e a proliferacéo celular avaliada ao fim desse tempo. Para tal
€ necessario, em primeiro lugar, proceder a fixacao das células. Apds remocéao
do meio de cultura e lavagem com PBS a pH 7, adicionou-se 1 mL de acido
acético a 1% em metanol e de seguida as células foram refrigeradas a - 20°C.
Ap6s um periodo de, pelo menos, 24 horas a -20°C realizou-se 0 ensaio pro-
priamente dito. Este iniciou-se com a remocao do acido acético em metanol
seguido de secagem a temperatura ambiente. Posteriormente, adicionaram-se
300 uL da solugéo de sulforodamina B (sulforodamina B 0,05% em &acido acéti-
co a 1% em agua) e incubou-se durante uma hora a 37°C. ApGs este periodo,
as células foram lavadas com acido acético a 1% para remover a sulforodami-
na B que nao ligou as proteinas celulares e deixou-se secar a temperatura
ambiente. Com o intuito de lisar as células, foi adicionado 1 mL de Tris-HCI 10
mM a pH 10,0 e depois de agitacdo adequada foi medida a densidade éptica a
540 nm recorrendo a um leitor de placas Synergy HT (Bio Tek Instruments). Os
resultados foram expressos em percentagem de controlo, isto &, células que

nao foram incubadas com o extracto (adaptado de Holy et al., 2006).

2.6 AVALIACAO DA MOTILIDADE INTESTINAL
2.6.1 Preparacdo de Segmentos de ileo de Rato

O fragmento do intestino delgado, ileo, foi isolado de ratos Wistar
machos com 8 semanas logo apds sacrificar o animal por deslocamento cervi-

cal e de imediato colocado numa solucéo fisioloégica de Krebs-Henseleit (NaCl
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118,67 mM; KCI 5,36 mM; MgS0O4.7H20 0,57 mM; CaCl2 1,90 mM;
KH2P0O4.2H20 0,90 mM; NaHCO3 25,00 mM,; glicose 11,1 mM; pH 7,4) prepa-
rada diariamente e seguida de oxigenacdo durante, pelo menos 15 minutos
com carbogénio (95% O, e 5% CO;) de modo a promover a oxigenacao do
tecido e manter o pH do meio constante. De seguida, procedeu-se a limpeza do
interior do intestino com a solucdo em questdo. Por fim o fragmento intestinal
foi cortado em pequenos segmentos com cerca de 1,0 — 1,5 cm de comprimen-
to. Nao foram utilizados quaisquer segmentos com lesdes visiveis macroscopi-
camente. Toda esta operacéo de limpeza foi levada a cabo em caixas de Petri
sobre gelo.

Os segmentos foram sujeitos a uma tensao Optima basal — determinada
em experiéncias realizadas anteriormente — de 3 g, em banhos de 6rgéos imer-

sos em 10 mL de solucéo de Krebs-Henseleit a 37°C (Santos, 2005).

2.6.2 Avaliagao da Contraccgéo Intestinal

Durante duas horas, com lavagens periddicas, os segmentos foram dei-
xados em repouso de modo a que o potencial membranar fosse recuperado.
Seguidamente a este periodo de equilibrio, registaram-se as contrac¢des iso-
métricas, apos adi¢cdes independentes do extracto enriquecido em antocianinas
(12, 24, 48, 96 e 192 uM), com transdutores de forca (Letica Scientific Instru-
ments), num oscilégrafo de quatro canais (Polygraph 4006 — Letica Scientific
Instruments).

No inicio e no final de cada ensaio foi adicionada acetilcolina 100 uM
como controlo externo, de forma a testar a funcionalidade do musculo liso do
intestino.

Em todas as experiéncias efectuaram-se ensaios controlo com o solven-
te do extracto enriquecido em antocianinas (DMSO ou metanol:dgua) para

garantir que este nao interferia com a contraccdo muscular do intestino.
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2.7 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos como valores médios + erro padrdo da
média (EPM) do numero de experiéncias (n) indicado. A andlise estatistica foi
realizada usando a analise one-way ou two-way de variancia, conforme apro-
priado, seguida do teste Bonferroni’s post-hoc e para tal foi utilizado o Software
Prism 5.0 (Software GraphPad). Valores de p inferiores a 0,05 foram conside-
rados significativos.
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3.1 MIRTILOS

Na natureza existem diversos frutos e vegetais que sdo muito benéficos
para o bom funcionamento do organismo, devido a presenca de, por exemplo,
antocianinas na sua constituicdo. Os frutos que contém um maior teor de anto-
cianinas (Tabela 3) sdo os mirtilos (Vaccinium corymbosum L.) e os chokeber-
ries pretos. Deste modo e por Portugal, nomeadamente nos concelhos de Oli-
veira de Frades, Sever do Vouga, Agueda e Albergaria-a-Velha, possuirem as
condic@es ideias para o seu cultivo, os mirtilos (Figura 9) foram escolhidos para
obter o extracto enriquecido em antocianinas. O fruto fresco do mirtilo (baga
azul-escura ou preta, globulosa, com cerca de 0,5 e 1,5 cm de diametro ) é

conhecido pelo seu elevado valor nutritivo desde o século XVI.

g, Gt o> S

Figura 9: Mirtilos [4]

Além disso, os mirtilos possuem a grande vantagem de serem conside-
radas uma estratégia segura e ndo toxica, no que diz respeito ao seu manu-
seamento como em relacdo ao seu consumo, pois nao foram observados efei-
tos mutagénicos nem carcinogénicos e nem foram encontradas reaccfes

adversas (WHO monographs).
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Tabela 3: Conteldo em antocianinas de algumas frutas e vegetais (retirado de Rodriguez-Saona et al.,

2001)
Conteudo de Antocianinas _
Fonte Referéncia
(mg/100 g de fruto fresco)
Maca 10 Mazza e Miniati, 1993
Mirtilos (Vaccinium o
. 300 — 320 Mazza e Miniati, 1993
myrtillus L.)
Amora 83 - 326 Mazza e Miniati, 1993
Groselha 130 — 400 Timberlake, 1988
Mirtilos (Vaccinium o
25 —-495 Mazza e Miniati, 1993
corymbosum L.)
Repolho roxo 25 Timberlake, 1988
) Kraemer-Schafhalter et al.,
Chokeberries pretos 560
1996
_ Kraemer-Schafhalter et al.,
Cereja 4 — 450
1996
Mirtilos (Vaccinium .
60 — 200 Timberlake, 1988
macrocarpon)
Kraemer-Schafhalter et al.,
Eldenberry 450
1996
Uvas 6 — 600 Mazza e Miniati, 1993
o Kraemer-Schafhalter et al.,
Kiwi 100
1996
Cebolas vermelhas 7-21 Mazza e Miniati, 1993
Ameixa 2-25 Timberlake, 1988
Rabanetes verme- o
11 -60 Giusti et al., 1998
Ihos
Framboesas pretas 300 - 400 Timberlake, 1988
Framboesas o
20-60 Mazza e Miniati, 1993
vermelhas
Morangos 15-35 Timberlake, 1988
Tradescantia pallida )
120 Shi et al., 1992

(folhas)
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3.2 CARACTERIZACAO QUIMICA DO EXTRACTO ENRIQUECIDO EM ANTOCIANINAS

3.2.1 Quantificacdo dos Fendis Totais

Atendendo a que as antocianinas sao polifendis come¢amos por quanti-
ficar o conteldo em fendis totais do extracto obtido. Para tal, utilizamos o

método colorimétrico Folin-Ciocalteau, adaptado por Georgé et al. (2005).

0.8+

0.6

y =0,072x; I’ = 0,99

Absorvanciaa 760 nm
o
N
1

0 5 10 15
concentracao de acido géalhico
(mg.L™)

Figura 10: Curva padréo de &cido galhico (5 mg.mL™).

Como o acido galhico é normalmente o fenol mais abundante na maioria
das espécies vegetais, comecamos por construir uma curva padrao de &cido
galhico. Assim, através da comparacdo dos resultados obtidos, referentes ao
extracto enriquecido em antocianinas, com o0s valores obtidos da solucéo
padrdo de &cido galhico (5 mg.mL™), Figura 10, foi possivel determinar a quan-
tidade de fendis no extracto em DMSO (extracto 1) e no extracto em meta-
nol/agua acidificada (extracto 2) e expressa-la em equivalentes de acido galhi-
coL™ e em mg/100 g de fruto fresco. Os resultados obtidos foram de
5,32+ 0,31 g.L" e de 283 mg/100 g de fruto fresco para o extracto 1 e de
8,94 + 0,07 g.L™* e de 198,47 mg/100 g de fruto fresco para o extracto 2. O
valor apresentado € um valor médio + EPM de um numero de ensaios (n) igual
a4.
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3.2.2 Quantificacdo das Antocianinas

A estrutura das antocianinas sofre transformacdes reversiveis com a
alteracdo do pH. As formas predominantes a pH 1,0 e a pH 4,5 s&o o catido
flavilico (vermelho) e a pseudo-base carbinol (incolor), respectivamente. Estas
transformacdes reflectem-se de forma notoéria no espectro de absorcédo destes
compostos. O método que utilizdmos para quantificar as antocianinas baseia-
se nesta reaccao reversivel de acordo com o pH (Giusti et al., 2001). A Figura
11 representa um ensaio tipico evidenciando os espectros obtidos quer a pH
1,0 (correspondente a forma do catido) quer a pH 4,5 (correspondente a forma
carbinol). A diferenca é notavel na gama do visivel e foi através da diferenca
entre os valores de absorvancia no comprimento de onda a que corresponde
uma absorvancia méaxima na zona do visivel a pH 1,0 e a pH 4,5 que se quanti-

ficaram as antocianinas dos extractos

L
o
1

— pH=10
— pH=45

)

a
o o
2_¢%

Absorvancia (u.
o
N

1 1 1 1
300 400 500 600 700
A (nm)

Figura 11: Espectro caracteristico de antocianinas a diferentes valores de
pH (1,0 e 4,5).

Os resultados obtidos da quantificacdo do teor de antocianinas foram
expressos em equivalentes de acido galhico.L™ e em mg/100 g de fruto fresco.
O extracto 1 apresenta um teor de antocianinas de 3,04 g.L™* + 0,10, que equi-
vale a 162,13 mg/100 g de fruto fresco e o extracto 2 de 2,85 g.L™* + 0,10, que
corresponde a 63,33 mg/100g de fruto fresco. Estes resultados estdo em con-
cordancia com os valores da Tabela 3. Os valores apresentados sao referentes

a um valor médio + EPM de um numero de ensaios (n) igual a 4.
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As diferencas observadas no conteddo de antocianinas nos dois extrac-
tos podem dever-se ao periodo de tempo desde que o fruto foi colhido (Julho)
até a obtencdo dos extractos 1 e 2 (Setembro e Abril, respectivamente). Em
relagdo a diferenca entre o teor de fenois e o de antocianinas, em ambos o0s
extractos, esta pode ser explicada pela baixa especificidade que o método
Folin-Ciocalteau apresenta em distinguir as diferentes classes dos fendis (fla-
vonoides, taninas) — uma vez que as antocianinas sdo compostos flavondides
estas sdo também quantificadas como teor de fendis — e pela baixa eficiéncia
do processo de purificacdo, permitindo a retencéao de outros fendis, que nao as

antocianinas, na coluna aquando da sua eluicéo.

3.2.3 Separacéo e Identificacdo do Conteudo de Antocianinas Presente no

Extracto Enriquecido em Antocianinas por HPLC

A Cromatografia Liquida de Alta Precisdo ou High-Performance Liquid
Chromatography, HPLC, tem sido o método de elei¢cdo para a analise qualitati-
va e quantitativa de antocianinas. Esta técnica é igualmente usada na identifi-
cacao de compostos individuais, sendo usado, para tal, varias técnicas acopla-
das como por exemplo HPLC com deteccdo espectrofotométrica UV/Visivel,
com deteccdo de espectrometria de massa ou detec¢cao por ressonancia mag-
nética nuclear. A espectrofotometria UV/Vis sofreu um grande incremento com
a introducdo da tecnologia de deteccao diodide array. Esta deteccdo acoplada
ao HPLC permite explorar uma espectrofotometria completa de cada pico
(estrutura, pureza e comprimento de onda de absor¢cdo méaxima), enquanto
ocorre a eluicdo, e fornece um espectro Unico de cada antocianina que pode
ser comparado a outro composto e ser usado em identificacbes. Uma vez que
as antocianinas possuem um maximo de absor¢do a 520 nm, é possivel evitar
interferéncias com outros flavonéides. (Welch et al., 2008).

A fase movel &, por norma, um sistema binario constituido por um sol-
vente polar (acido acético, acido fosforico, acido férmico ou acido trifluoroacéti-
CO em agua) e por outro menos polar (metanol ou acetonitrilo). As fases moveis
acidicas sdo usadas na separacao das antocianinas com o objectivo de melho-

rar a resolucdo dos seus picos. A utilizacdo de um gradiente de eluicdo das
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fases moveis permite uma separacdo mais eficiente e € normalmente utilizada
na separacao de misturas de plantas (Kim et al., 2002).

Normalmente as colunas podem variar no comprimento, podendo ou nao
ser mantidas a temperatura ambiente. A ordem de eluicdo numa cromatografia
de fase reversa esta relacionada com a polaridade das estruturas a separar.
Assim nas antocianidinas é ditada pelo niamero de substituintes no anel B,
diminuindo o tempo de retengdo para os mais hidrofilicos (hidroxilos) e aumen-
tando a medida que o nimero de metoxilos aumenta. Substituicdes com aguca-
res aumenta a polaridade eluindo as antocianinas primeiro que as homologas
antocianidinas e ainda os di-glucésidos eluem normalmente primeiro que 0s
mono-glucésidos. No entanto, nem sempre € assim tao linear, pois o tipo de
acucar ligado e a posicao de ligacao pode alterar a ordem de eluicdo. Também
a acilacao dos acucares diminui a polaridade, mas dependendo do &cido liga-
do, o que torna a identificacdo das antocianinas de extractos uma tarefa com-
plexa. A deteccdo por diodide array € uma ajuda importante e interessante,
uma vez que para além de permitir obter cromatogramas a diversos compri-
mentos de onda permite a acumulacéo dos dados espectrais de cada pico obti-
do que pode ser uma ajuda bastante importante.

A Figura 12 representa um cromatograma tipo do extracto obtido em
DMSO a 520 nm, demonstrando um perfil de nove picos bem definidos corres-
pondendo a cada um deles um espectro de absorcdo caracteristico de uma
antocianina, tal como evidenciado também na figura.

Uma das formas mais simples de identificar os picos € recorrendo a
padrbes, mas para isso necessitamos de ter um leque variado, para além de
que muitos nem sequer estdo disponiveis comercialmente. Outra forma é atra-
vés da andlise espectral, mas também aqui a tarefa € mais facil com as anto-

cianidinas do que com as antocianinas.
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Como dispunhamos apenas de quatro antocianinas de referéncia (ciani-
dina-, delfinidina-, malvidina- e pelargonidina-3-glucésido) ndo foram de grande
ajuda na identificagcdo. No sentido de ultrapassar essa falha procedemos a
hidrélise acida do extracto, com o intuito de remover os acucares e 0S grupos
acilo a eles ligados, de modo a obter a antocianidina ou aglicona. Como ape-
nas seis antocianidinas existem largamente distribuidas nas plantas superiores
0 cromatograma pode desta forma ser simplificado.

No caso do extracto em estudo, o perfil cromatografico obtido esta
representado na Figura 13 e embora numa primeira analise possamos identifi-
car seis picos, a verdade é que por analise espectral (Figura 13 espectro 2),
neste espectro néo se verifica absorvancia na zona do azul, o que nos leva a
concluir que temos auséncia de uma antocianidina no nosso extracto.

Sendo assim e considerando que a ordem de eluicdo € da antocianidina
mais polar para a menos polar como referido anteriormente a ordem é da delfi-
nidina — cianidina — petunidina — pelargonidina — peonidina — malvidina.
Comparando agora com dados da bibliografia da analise de extractos de mirti-
los (Vaccinium corymbosum L.) em que se verifica a auséncia da pelargonidina
(Philpott et al., 2009; Rodriguez-Mateos et al., 2012). A ordem de eluicédo é a

representada na figura.
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Isto permite-nos concluir que no extracto por nés obtido teremos formas
glicosiladas e aciladas destas antocianidinas. Com efeito e comparando com
resultados de outros (Gavrilon et al., 2011) em Vaccinium corymbosum L. o
perfil por nés obtido é praticamente sobreponivel ao obtido por eles.

De acordo com a identificacdo dos autores e que so foi possivel por téc-
nicas mais especificas como a espectrometria de massa € possivel que tenha-
mos no extracto delfinidina glicosilada com glicose, galactose e arabinose, cia-
nidina com galactose e glicose, petunidina com galactose, glicose e arabinose,
peonidina com galactose e uma pentose e malvidina com galactose, glicose,

arabinose e xilose e ainda formas aciladas na malvidina.

3.3 POTENCIAL ANTIOXIDANTE DO EXTRACTO ENRIQUECIDO EM ANTOCIANINAS

3.3.1 Capacidade Antioxidante Total

Varios ensaios tém sido introduzidos e podem ser utilizados para avaliar
a actividade antioxidante de compostos puros, extractos e até amostras biolo-
gicas. Normalmente a actividade antioxidante € avaliada através de ensaios de
inibicdo, isto é, ensaios em que a extensdo de captacdo ou anulagdo de um
radical pré-formado é a marca da actividade antioxidante. Seguindo este proto-
colo, a capacidade antioxidante total do extracto enriquecido em antocianinas
foi avaliada através da capacidade de captacdo do radical ABTS™, numa pri-
meira etapa a obtencdo por meio de uma reaccao de oxidacao tal como repre-
senta a Figura 14. Este radical tem absorvancia maxima a 734 nm e a grande
maioria dos extractos de frutos ndo absorve a este comprimento de onda, ape-
sar de possuirem cores intensas, pelo que ndo ha possibilidade de ocorrerem
“falsos positivos”. Outra vantagem deste método é o facto de ser viavel tanto

em meio aquoso como lipofilico (Dai et al., 2009).
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Figura 14: Oxidagdo do ABTS a catido radicalar ABTS.+ (adaptado de Salem et al., 2011).

A capacidade antioxidante do extracto enriquecido em antocianinas €
proporcional a capacidade que este possui em doar electrdes reduzindo o radi-
cal ABTS™ a ABTS, com consequente diminui¢do da absorvancia a 734 nm, a
qual se for seguida espectrofotometricamente, nos permite uma quantificacéo
dessa actividade (Kim et al., 2011).
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Figura 15: Efeito do Trolox, a diferentes concentragées (2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 12,5; 15,0 uM), na reducéo do

catido radicalar ABTS.+, medido a 734 nm. A seta indica a adi¢cdo do Trolox.

A Figura 15 representa um ensaio tipo. O radical ABTS™ apresenta uma
absorvancia elevada, mas quando a solucdo é adicionada a um composto ou
extracto com capacidade antioxidante essa absorvancia baixa e € proporcional
a concentracdo do composto adicionado tal como evidenciado na Figura 16 A
para o Trolox. Também no caso do extracto enriquecido em antocianinas se
verificou uma boa linearidade entre a quantidade de extracto e a percentagem
de inibicdo do radical (r* = 0,99) — Figura 16 B.
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Figura 16: Capacidade antioxidante total de (A) Trolox e do (B) extracto enriqguecido em antocianinas Efeito
do Trolox (0,63; 1,25; 1,88; 2,50; 3,13; 3,75 ug.mL’l) e do extracto (0,3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5; 1,8 ug antocianinas.mL'l)
na reducdo do catido radicalar ABTS™, a 734 nm. Os resultados estdo expressos em percentagem de inibicéo e
representam a média + EPM (n =4 ou 5)

Se compararmos o efeito do extracto com o do Trolox podemos expres-
sar a actividade antioxidante total do extracto em equivalentes de Trolox e
atendendo a que o valor obtido para 1 pg de antocianinas do extracto foi de

2,4 pg de Trolox, podemos dizer que 1 pmol de extracto em termos de antocia-
ninas é equivalente a 4,8 umol de Trolox.

3.3.2 Actividade Scavenging do Peroxinitrito

O peroxinitrito € uma espécie altamente oxidante e nitrosante, capaz de
oxidar e modificar uma variedade grande de moléculas biolégicas e dai contri-
buir para a patogénese de vérias doencas. Assim, parece ser de primordial
importancia a procura de compostos que possam reagir com o0 peroxinitrito e
prevenir a destruicdo que ele pode induzir nas biomoléculas. Neste contexto
avalidmos a capacidade do extracto em inibir a oxida¢do da dihidrorodamina
mediada pelo peroxinitrito (Figura 17). A dihidrorodamina é uma molécula pou-
co fluorescente e quando é oxidada perde um electrédo transformando-se num
catido fluorescente estavel e, como tal a sua fluorescéncia mantém-se constan-

te ao longo do tempo, podendo ser monitorizada.
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oxidacdo

Dihidrorodamina 123 Rodamina 123
(nao fluorescente) (fluorescente)

Figura 17: Oxidacéo da dihidrorodamina a catido fluorescente, rodamina (Gomes et
al., 2005).

A Figura 18 representa um ensaio tipico de oxidacédo da dihidrorodamina
induzida pelo peroxinitrito na auséncia e presenca de delfinidina-3-glucésido
(Df3glc). A adicdo de ONOO™ 1,2 pM a solucéo tampéo, contendo a dihidroro-
damina leva a um aumento da intensidade de fluorescéncia que estabiliza rapi-
damente e se mantém. Quando previamente se adiciona um alvo do peroxinitri-

to, a intensidade de fluorescéncia diminui.
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Figura 18: Ensaio tipico de oxidag¢ao da dihidrorodamina mediada pelo peroxinitrito A reac¢do de oxidagédo
foi iniciada com a adicdo de ONOO- 1,2 uM em NaOH 0,1 M. O ensaio controlo corresponde a oxidagdo maxima

da sonda, ou seja a 100% de fluorescéncia. A seta indica a adicdo de ONOO'.

Como é possivel observar pela Figura 19, o aumento da concentracdo
tanto de delfinidina como de extracto induziu a diminuicdo da intensidade de

fluorescéncia da sonda, relativamente ao controlo.
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Figura 19: Efeito do extracto enriquecido em antocianinas contra a oxida¢do da dihidrorodamina pelo
peroxinitrito Os resultados sdo apresentados em % de fluorescéncia do controlo — % controlo (reacc¢do na
auséncia do extracto) e representam a média £+ EPM (n = 3 ou 4). A delfinidina é utilizada como composto de

referéncia.

Da observacao da figura realca que o extracto € mais efectivo na protec-
cao da oxidacdo da DHR 123 pelo peroxinitrito do que a delfinidina, o que nos
permite concluir que o extracto contém outras antocianinas mais eficientes na
capacidade scavenging do peroxinitrito que a delfinidina. Se compararmos as
concentracdes de delfinidina e do extracto enriquecido em antocianinas neces-
sérias para inibir 50% da oxidac¢do da dihidrorodamina mediada pelo ONOO’
verificamos que o valor é de 0,75 pg.mL™ e 0,40 ug antocianinas.mL™, respec-
tivamente, evidenciando a maior capacidade de proteccao do extracto relativa-

mente a delfinidina no que respeita a agressao induzida pelo peroxinitrito.

3.4 EFEITO DO EXTRACTO ENRIQUECIDO EM ANTOCIANINAS NA VIABILIDADE

CELULAR

O eventual efeito toxico do extracto enriquecido em antocianinas foi ava-
liado em macrofagos de murganho, RAW 264.7, ap0s incubacdo destas com
varias concentracdes de extracto, a diferentes tempos, por reducdo do MTT. A
reducdo do MTT sO € possivel em células activas pelo que diminuicdes na

reducdo do MTT séo indicativas de perda de viabilidade celular.

44



Resultados e Discussao

Ao avaliar o efeito toxico do extracto em macrografos, observou-se uma
diminuicdo em cerca de 37% da viabilidade destas células ap6s 24 horas de
incubacdo com o extracto para uma concentracdo de 50ug antocianinas.mL™,
relativamente ao controlo (células que ndo foram incubadas com o extracto).
Contudo, para tempos de incubacdo mais longos (48 horas), verificou-se um
efeito citotoxico a partir da concentracédo de 30 pg antocianinas.mL™ (em cerca
de 23 % da viabilidade célula) e uma diminui¢cdo ainda mais evidente da viabili-
dade celular de, aproximadamente, 84% quando as células foram incubadas

com 50 pg antocianinas.mL™ de extracto (Figura 20).
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Figura 20: Efeito citotéxico do extracto enriquecido em antocianinas na linha celular RAW 264.7
Viabilidade de macréfagos incubados, durante 24 (barra preta) e 48 (barra branca) horas, com diferentes
concentragfes de extracto (0,38; 3,0; 15,0; 20,0; 30,0; 50,0 ug antocianinas.mL'l), foi avaliada através do
ensaio de MTT. Os resultados estdo expressos em percentagem do controlo e representam a média +
EPM de quatro ensaios independentes. ** p < 0,01; *** p < 0,001 significativamente diferente do controlo,

determinado através de ANOVA seguida do teste de Bonferroni’s post-hoc.

Resultados similares foram obtidos por outros (Wang et al., 2002). Num
estudo realizado com a mesma linha celular também verificaram uma diminui-
cao da viabilidade das células (face ao controlo) pré-incubadas com extracto de
mirtilos, tanto em células activadas com LPS/INF-y como em células que nao
foram activadas e segundo esse estudo a diminuicdo da viabilidade celular

deveu-se ao aumento de TNF-a. O mesmo foi verificado quando as células
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foram incubadas apenas com cianidina. Apesar de ndo se ter procedido a
quantificacao desta citocina, a producéo desta pelos macréfagos pode explicar
o efeito citotdxico do extracto enriquecido em antocianinas observado, ou seja,
0 abaixamento da viabilidade pode dever-se a uma estimulagéo, pelas antocia-
ninas, da producdo de citocinas pelos macrofagos. Este possivel aumento de
TNF-a pode estar relacionado com as propriedades anti-cancerigenas das
antocianinas.

Apesar de se verificar uma diminuicdo da viabilidade celular esta s6
ocorre para concentracdes relativamente elevadas pelo que de seguida fomos

avaliar o eventual efeito protector contra espécies reactivas.

3.5 EFEITO PROTECTOR DO EXTRACTO ENRIQUECIDO EM ANTOCIANINAS CONTRA A

PRODUCAO DE ESPECIES REACTIVAS POR CELULAS ACTIVADAS

3.5.1 Producédo de Espécies Reactivas de Oxigénio

A diacetato 2,7-diclorodihidrofluoresceina (DCFHA) é uma sonda nao
fluorescente que, por ser permeavel, atravessa a membrana lipidica e quando
se encontra no interior da célula é hidrolisada por esterases celulares a 2,7-
diclorodihidrofluoresceina (DCFH), sendo de seguida oxidada por espécies
reactivas de oxigénio originando a 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF) que € fluo-
rescente (Figura 21). Esta sonda é considerada um bom indicador oxidativo em
macrofagos e neutréfilos (Tarpey et al., 2004; Gomes et al., 2005; Foster et al.,
2006).

Para avaliar o efeito protector do extracto, as células foram estimuladas
com LPS (lipopolissacarideo bacteriano) como referido em “Material e Méto-
dos”. O LPS é uma endotoxina capaz de estimular processos inflamatorios pelo
que é muito utilizado quando se pretende activar as vias que levam a produc¢ao

de mediadores de inflamacéao.
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Figura 21: Mecanismo de hidrélise, pela acgdo de esterases, da sonda nédo fluores-
cente DCFHDA a DCFH, seguida da sua oxidacdo a DCF, sonda fluorescente, por

espécies reactivas de oxigénio (Gomes et al., 2005).

Apoés a incubacao das células com LPS, houve um aumento significativo
na producdo de espécies reactivas de oxigénio (cerca de cinco vezes) relati-
vamente as ceélulas que ndo foram incubadas com este indutor (controlo) tal
como avaliado pela medida da intensidade de fluorescéncia (Figura 22 A). No
entanto, esta intensidade de fluorescéncia foi atenuada em células pré-
incubadas com uma concentragcdo de extracto enriquecido em antocianinas
igual ou superior a 2,5 pug antocianinas.mL™ antes da adicdo do LPS. Estes
resultados foram corroborados pelas imagens visualizadas ao microscopio, tal
como representado na Figura 22 B.

Ainda é possivel constatar que nas células que nao foram activadas com
LPS, mas que foram incubadas com o extracto (5 e 30 pg antocianinas.mL™).
apresenta uma producéo de espécies reactivas de oxigénio inferior ao controlo,

isto é, células que nado foram pré-incubadas com o extracto nem estimuladas.
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Figura 22: Efeito protector do extracto enriquecido em antocianinas na producéo de espécies reactivas de oxigénio
por macrofagos. (A) As células foram incubadas com o extracto (0,5; 2,5; 10,0; 20,0; 30,0u g antocianinas.mL-1) seguido da
estimulagdo com 1ug.mL -1 LPS. Apds um periodo de 24 h, a sonda DCFHDA (BM) foi adicionada e incubada durante 15

minutos a 37 °C no escuro. De seguida, as espécies reactivas de oxigénio foram avaliadas através da medida da intensidade
de fluorescéncia da DCF. (B) Posteriormente, obtiveram-se, através de microscopia de fluorescéncia, imagens representativas
destas células. Os resultados estdo expressos em percentagem do controlo e representam a média + EPM de seis ensaios

independentes. * p < 0,05 e *** p < 0,001 significativamente diferente do controlo, determinado através ANOVA seguida do

teste de Bonferroni’s post-hoc.
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3.5.2 Producéo de Oxido Nitrico

O 6xido nitrico € um mensageiro intercelular omnipresente em todos os
vertebrados modelando diversas actividades biologicas. No entanto, evidéncias
multiplas indicam que uma producédo aumentada de NO devido a uma expres-
sdo aumentada da 6xido nitrico sintase indutivel estimulada por citoninas pro-
inflamatorias é relevante na patofisiologia da inflamacgéo (Pacher et al., 2007).
Para avaliar a producgédo de 6xido nitrico produzido pelas células recorremos ao
meétodo de Griess. A reaccdo de Griess assenta na reac¢ao entre o nitrito e o
acido sulfanilico e aa -naftilamina em meio acido originando um azo composto
corado que absorve a 530 nm e que pode ser usado como um indicador indi-

recto da concentracdo de NO nas células (Figura 23).

A arginina + Oz Wb citrulina + NO® —— NO2

i

LPS

- o~

sulfanilamida nitrito M-1-naftiletilenodiamida

S
HyNS0, —@-N=N _8NH NH,

azo composto corado (Amax= 530 nm)

Figura 23: Medi¢cao do 6xido nitrico através do método de Griess em células (A) Formagao de nitrito, NO2, a
partir de NO ap0s estimulagéo pré-inflamatéria pelo LPS. (B) De seguida o nitrito reage com a sulfanilamida dando
origem a um intermediério que ao reagir com a N-1-naftiletilenodiamida forma um azo composto corado que absor-
ve a 530 nm (adaptado de Ghafourifar et al., 2008)

A Figura 24 representa a producdo de oOxido nitrico pelos macrofagos
incubados com o extracto e sujeitos ou ndo a activacdo com LPS. Verificou-se
um aumento colossal de nitrito (quase 30 vezes) nas células activadas com
LPS, face ao controlo, isto €, aquelas que nao foram activadas nem incubadas

com o extracto. Nas células activadas que foram pré-incubadas com o extracto
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enriguecido em antocianinas verifica-se que o efeito protector deste, face ao
LPS, s6 comeca a ser significativo a partir da concentracédo de 5,0 ug antocia-
ninas.mL™ de extracto. Todavia, a incubacéo das células com concentracdes
superiores a 10,0 ug antocianinas.mL™ de extracto induz forte diminuicdo da
producao de nitrito e, consequentemente, de NO, pelas células activadas. Para
uma concentracdo de 30 pg antocianinas.mL™ de extracto, ha uma diminuicdo
no efeito, que ndo é de estranhar, na medida em que s6 o extracto nesta con-

centracao leva a estimulagéo da producdo de NO como evidenciado no gréfico.

30

20
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nmoles nitrito/6x10° células
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pg antocianinas.mL

Figura 24: Efeito protector do extracto enriquecido em antocianinas na produc¢ado de 6xido nitrico
por macr6fagos As células foram incubadas com extracto (0,5; 2,5; 10,0; 20,0; 30,0 ug antocianinas.mL'l)
seguido ou ndo da estimulacdo com Jug.mL TLPSe apos 16 horas a concentracdo de nitrito foi medida.
Os resultados foram expressos em percentagem controlo e representam a média + EPM de seis ensaios
independentes. *** p < 0,01 significativamente diferente do controlo, determinado através ANOVA seguida
do teste de Bonferroni's post-hoc.

Este efeito directo na producdo de NO pode ser um dos mecanismos de
toxicidade do extracto observado no ensaio da viabilidade celular (Figura 20),
isto é, pode tratar-se ndo de um efeito directo do extracto, mas sim da produ-
¢do do NO induzida pelo extracto, visto que estas ao serem células do sistema
imune estdo programadas para libertar citocinas de modo a reduzir um possivel
dano nos tecido e 6rgaos. Este aumento da producdo de NO em macrofagos

activados e nao activados com LPS foi também observado por Park et al.,
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2000. Este estudo sugere que as alteracdes observadas na producdo de NO se
devem ao aumento de secrecdo de TNF-a, em consequéncia da activacdo de
NF-kB.

Com os resultados obtidos, verifica-se que este extracto apresenta um
efeito protector contra espécies reactivas, tanto de oxigénio como de azoto. Ao
diminuir os niveis destes oxidantes e isto pode dever-se a reducdo destas
espécies pelas antocianinas ou a inibicdo da sua formacdo ao manter outros
sistemas antioxidantes enddgenos das células, activos. Igualmente, dados da
literatura evidenciam a capacidade de inibicdo da libertacdo de factores proé-
inflamatorios por antocianinas, tendo como consequéncia a inibicdo da adesao
e da reaccdo de células inflamatérias e uma regulacdo da fungéo celular (Pan

et al., 2010; Xia et al., 2010).

3.6 EFEITO DO EXTRACTO ENRIQUECIDO EM ANTOCIANINAS NA PROLIFERACAO

CELULAR

Com o intuito de avaliar o efeito do extracto enriquecido em antocianinas
na actividade proliferativa de células cancerigenas recorreu-se ao ensaio da
sulforodamina B. Este baseia-se na capacidade da sulforodamina B se ligar,
electrostaticamente, aos aminoacidos basicos das proteinas das células, forne-
cendo uma estimativa da proteina total, a qual esta relacionada com o numero
de células. Este ensaio apresenta inUmeras vantagens relativamente a outros
(nomeadamente o do MTT), uma vez que € um ensaio rapido, de elevada sen-
sibilidade, de baixo custo e estavel por um periodo infinito (Papazisis et al.,
1997).

A Figura 25 apresenta os resultados referentes ao efeito do extracto na
proliferacdo de duas linhas celulares cancerigenas: intestinal (HT-29) e pan-
credtica (AsPC-1) durante 24 e 48 horas. De acordo com os dados da Figura
25 A e relativamente a linha celular AsPC-1 verifica-se que o extracto incubado
durante 24 horas apresenta um efeito inibitério significativo na proliferacao des-
tas células a partir da concentracdo 20ug antocianinas.mL * de extracto, pois
h& uma reducdo de ~17%, face ao controlo (sem extracto), mas este efeito é

ainda mais significativo nas concentracdo 30 e 50 pg antocianinas.mL™ de
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extracto, tendo ocorrido uma diminuicdo do namero de células de cerca de 41 e
50%, respectivamente. Quando o periodo de incubacdo duplica o efeito anti-
proliferativo do extracto também aumenta verificando-se uma reducéo de 29,
50 e 70% para concentracdes de 20, 30 e 50 pg antocianinas.mL™ de extracto,
respectivamente. Ao examinar a Figura 25 B que apresenta os resultados obti-
dos na mesmas condi¢cdes, mas com a linha celular HT-29. Os resultados no
geral ndo sdo muitos diferentes, embora menos drésticos para as concentra-

cBes mais elevadas 30 e 50 pg antocianinas.mL™
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Figura 25: Efeito do extracto enriquecido em antocianinas na prolifera¢cdo das linhas celulares (A)
AsPC-1 e (B) HT-29. As células foram incubadas com o extracto (0,38; 3,0; 15,0; 20,0; 30,0; 50,0 ug
antocianinas.mL-1), durante 24 (barra preta) e 48 (barra branca) horas, e ao fim desse tempo a prolifera-
¢ao celular foi avaliada através do ensaio de sulforodamina B. Os resultados estdo expressos em percen-
tagem de proliferacdo relativamente ao controlo, isto &, células que nédo foram pré-incubadas com o
extracto e representam a média + EPM de trés ou quatro ensaios independentes. * p < 0,05; *** p < 0,001
significativamente diferente do controlo, determinado através de ANOVA seguida do teste de Bonferroni's

post-hoc.

As células cancerigenas séo caracterizadas pela elevada resisténcia a
apoptose e, consequentemente, ha um aumento continuado do niamero deste
tipo de células, podendo conduzir ao aparecimento de metastases, afectando
outros tecidos e 6rgdos. Os resultados obtidos demonstram que o extracto
enriquecido em antocianinas possui um efeito anti-proliferativo em células can-
cerigenas, designadamente nas células cancerignenas intestinais (adenocarci-

noma colorectal) e pancreaticas (adenocarcinoma) humanas que pode ser
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resultado de um efeito pré-apoptético, mas outros estudos tém de ser realiza-

dos para evidenciar esse efeito (Prior et al., 2006).

3.7 EFEITO DO EXTRACTO ENRIQUECIDO EM ANTOCIANINAS NA MOTILIDADE INTESTINAL

Como € do conhecimento geral o stresse oxidativo tem um papel impor-
tante no desenvolvimento de varias patologias entre as a quais a doenca infla-
matoria intestinal, podendo alterar a motilidade intestinal (Peluso et al., 2002)
Por outro lado sabe-se que a inflamacao altera a contractilidade intestinal e
tanto aumentos como diminui¢cdes da contractilidade das células do musculo
liso tém sido observadas na inflamacao intestinal. Dado o impacto que estas
alteracbes podem ter na manifestacdo da doenca tentamos explorar o potencial
efeito das antocianinas na motilidade intestinal (Ohama et al., 2007).

O ileo foi o fragmento do intestino delgado escolhido para o estudo.

Como foi referido no “Capitulo 1 — Introducéo” a acetilcolina, ACh, € um
neurotransmissor do sistema nervoso entérico e quando € libertada induz con-
traccdo do musculo liso do intestino delgado, designadamente no ileo. Deste
modo, a ACh foi usada como controlo externo com o intuito de garantir a viabi-
lidade do ileo durante o tempo em que o ensaio decorreu e, portanto, foi adi-
cionada na mesma concentracdo (100 uM) no inicio e no final de cada ensaio.

Comecamos por utilizar o extracto solubilizada em DMSO (extracto 1) e
os resultados sao os representados na Figura 26 A. Tal como referido acima o
ensaio comecou com a adicdo da acetilcolina que provocou uma contraccéo
muscular como verificado pelo aumento da tensao registada. Adi¢cdes sucessi-
vas e crescentes do extracto evidenciaram um pequeno efeito de relaxamento
muscular como verificado pela variacdo do registo para baixo da linha basal.
Em B estdo representados os registos obtidos com o volume equivalente do
solvente, ou seja, 0 DMSO. Como o efeito do DMSO se revelou idéntico ao do
extracto resolvemos preparar novo extracto mas solubilizado em metanol/agua
acidificada (1/1) (extracto 2). Como a concentragdo em antocianinas do extrac-
to 1 é 2,5 vezes superior a do extracto 2 implicou a utilizacado de volumes relati-

vamente grandes que ndo foram favoraveis a obtencdo de resultados fidedig-
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nos pelo que ndo podemos concluir acerca do seu efeito na motilidade intesti-

nal.

48 96 192 100 uM ACh
i

Figura 26: Ensaio tipo do extracto enriquecido em antocianinas em DMSO na motilidade intestinal (A) Efeito do extrac-

100 pM ACh

to enriguecido em antocianinas em DMSO (12, 24, 48, 96 e 192 uM) e (B) do solvente DMSO na contrac¢cdo do musculo liso
longitudinal do ileo (intestino delgado). A concentragéo foi calculada a partir da massa molecular da delfinidna-3-glucésido.
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Conclusoes Gerais







Nas ultimas décadas, as antocianinas tém sido alvo de muita atencéo,
devido ao seu variado leque de ac¢des nas funces fisioldgicas. E sabido que
estes compostos possuem caracteristicas biologicamente activas, nomeada-
mente uma elevada actividade antioxidante. Estes compostos estdo presentes
em diversos frutos e legumes, e, assim, 0 seu consumo esta associado a um
aumento de antioxidantes no organismo. Os compostos antioxidantes séo
essenciais para a anulacdo de espécies reactivas (de oxigénio e/ou de azoto)
que, em condi¢cdes normais, sdo uma consequéncia de processos metabdlicos
que ocorrem no organismo. Contudo, por vezes 0s niveis destas espécies
excedem o normal, resultado de um aumento na sua producdo ou de uma
diminuicdo dos compostos antioxidantes presentes, conduzindo a um desequi-
librio da homeostase associado a etiologia e patofisiologia de inUmeras doen-

cas, nomeadamente as doencas inflamatdrias intestinais.

No sentido de contribuir para o esclarecimento do efeito benéfico das
antocianinas propusemo-nos preparar, caracterizar quimicamente e estudar
algumas propriedades biologicas de um extracto de mirtilos Nacionais, cultura
em expansao No nosso pais.

Assim, com base nos resultados obtidos, os objectivos foram alcangados
podendo apontar-se as seguintes conclusoées:

A metodologia utilizada para a extraccdo das antocianinas de mirtilos
permitiu obter um extracto rico em antocianinas com um teor de fendis totais
expresso em acido galhico por 100 g de fruto e de antocianinas expresso em
delfinidina-3-glucésido por 100 g de fruto de 283,7 mg e 162,1 mg, respectiva-
mente. Estes valores sdo muito idénticos aos encontrados na bibliografia para

a mesma espécie (Vaccinium corymbosium L.).

A separacdo por HPLC/DAD permitiu identificar formas glicosiladas e
aciladas de cinco antocianidinas (delfinidina, malvidina, petunidina, cianidina e
peonidina).

Esta mistura de antocianinas revelou-se altamente antioxidante, uma vez
que apresentou uma capacidade antioxidante total cerca de cinco vezes supe-

rior a do Trolox e uma actividade scavenging do peroxinitrito também elevada.
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Quando comparada com a delfinidina-3-glucosido a mistura revelou uma activi-

dade scavenging cerca de 1,5 vezes superior.

O extracto ndo apresentou toxicidade significativa para macréfagos a
ndo ser para concentracdes relativamente elevadas (50 pg antocianinas.mL™
ao fim de 24 horas), mas concentracdes inferiores mostraram-se significativa-
mente efectivas em proteger os macréfagos de estimulagéo induzida por LPS,
proteccdo essa avaliada em termos de producao de espécies reactivas de oxi-

génio e de oxido nitrico.

Contrariamente ao verificado em macrofagos, o extracto apresentou cito-
toxicidade em linhas celulares cancerigenas (HT-29 e AsPC-1) ao inibir a proli-
feracao celular.

Relativamente ao efeito na motilidade do intestino de rato, os resultados

obtidos séo preliminares pelo que necessitam de exploracao e confirmacéo.

Em concluséo, os resultados obtidos indicam que as antocianinas pre-
sentes nos mirtilos podem influenciar significativamente a sua actividade biol6-
gica. E facto que, estes resultados foram obtidos a partir de um estudo in vitro e
0 seu impacto in vivo pode ser questionavel, desde logo, pela baixa biodisponi-
bilidade normalmente referida para estes compostos. Na verdade varios estu-
dos realizados in vivo, em ratos, sugerem que a biodisponibilidade das antocia-
ninas € baixa, mas este facto pode dever-se ao desconhecimento de importan-
tes metabolitos destes compostos por um lado, e por outro, aos métodos utili-
zados que ndo sdo os mais adequados, para a analise desses metabolitos
(Manach et al., 2005; Kay, 2006).
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