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Take the first step in faith. You don’t have to see
the whole staircase, just take the first step.

Martin Luther King, Jr
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Resumo

As Doencas Inflamatdrias Intestinais (DIl) sdo um grupo de doencas crdénicas do
trato gastrointestinal (Gl) com elevada incidéncia a nivel mundial. Estas doengas sao
caracterizadas por uma excessiva producdo de mediadores pro-inflamatérios, excessiva
ativacao do fator de transcrigao NF-kB e disfungao na barreira intestinal para além de, um
aumento do stress oxidativo. Hoje em dia ainda nao existe um tratamento especifico para
as DIl e os farmacos usados para o tratamento estdo associados a varios efeitos
secunddrios. A falta de um tratamento e os efeitos secunddrios associados as terapias
usadas criam a necessidade de investigar novas estratégias de tratamento mais eficazes e
seguras.

Os polifendis, nomeadamente as antocianinas, sdo compostos abundantes na
alimentacdo, e mostram possuir uma grande variedade de efeitos benéficos na saude
humana. Estes sdo conhecidos pela sua grande capacidade antioxidante e
anti-inflamatdria e, apesar da extensa biotransformacdo e baixa biodisponibilidade, as
antocianinas mostram ser uma boa forma para tratamento e prevengao das DII.

A cianidina-3-glucésido é uma antocianina descrita como um composto com
grande capacidade antioxidante e anti-inflamatdria, sendo metabolizada ao longo do
trato gastrointestinal. O principal metabolito resultante dessa metabolizacdo é o acido
protocatecuico. Este acido fendlico, devido a presenca de grupos hidroxilo ligados ao anel
aromatico, possui uma grande capacidade redutora de radicais, podendo estar envolvido
nos efeitos benéficos da cianidina-3-glucdsido.

Este trabalho foi idealizado com o objetivo de realizar um estudo comparativo
entre a cianidina-3-glucésido e o acido protocatecuico relativamente aos efeitos
antioxidantes e anti-inflamatérios em células epiteliais do intestino, células HT-29,
estimuladas com uma mistura de citocinas pro-inflamatérias, a IL-1a, o TNF-a e o IFN-y.

Inicialmente, num ensaio sem células, tanto o dacido protocatecuico como a
cianidina-3-glucésido mostraram ser bons agentes redutores de radicais livres, possuindo
uma atividade antioxidante superior a do Trolox. No entanto, em termos comparativos a
cianidina-3-glucésido foi mais eficiente como composto antioxidante que o 4cido

protocatecuico.



Relativamente aos ensaios em células, nem a cianidina-3-glucésido nem o acido
protocatecuico foram toxicos para as células numa concentragao até 25 uM, mas também
ndo as protegeram da citotoxicidade induzida pela mistura de citocinas.

A mistura de citocinas é capaz de desencadear a produgao de diversos marcadores
inflamatdrios, nomeadamente, de &xido nitrico pelas células intestinais que foi, no
entanto, fortemente contrariada quando as células foram pré-incubadas com a
cianidina-3-glucésido 25 uM. Por outro lado, a pré-incubacdo com acido protocatecuico
25 uM ndo conferiu uma protecao significativa.

As citocinas induziram também uma alteracdo no estado redox das células,
avaliado em termos de glutatido intracelular assim como de formacgdo de espécies
reativas de oxigénio. No primeiro caso, nem a cianidina-3-glucésido nem o 4acido
protocatecuico, 25 uM, contrariaram o efeito das citocinas, mas no segundo, conferiram
alguma protecdo, particularmente quando se avaliou a formacdo de espécies oxidantes

por microscopia de fluorescéncia.

Palavras-chave: Doengas Inflamatdrias Intestinais;  Polifendis;  Antocianinas;
Cianidina-3-glucésido; Acido protocatecuico; Atividade anti-inflamatéria; Atividade

antioxidante; Oxido Nitrico; Glutatido; Espécies reativas de oxigénio.



Abstract

Inflammatory Bowel Diseases (IBD) are a group of chronic inflammatory diseases
of the gastrointestinal tract with a high incidence worldwide. These diseases are
characterized by an excessive production of pro-inflammatory mediators, excessive
activation of the transcription factor NF-kB, dysfunction of intestinal barrier in addition to
an increase in oxidative stress. Nowadays, there is still no specific treatment for IBD, and
the drugs used are associated with various side effects. The lack of treatment and side
effects associated to the therapies used creates the need to investigate new, safer and
more effective therapeutic strategies.

Polyphenols, including anthocyanins, are compounds largely available in the diet
and they show a wide variety of beneficial effects on human health. These are known for
its high antioxidant and anti-inflammatory activities and, despite the extensive
biotransformation and low bioavailability, anthocyanins show to be a good strategy for
the treatment and prevention of IBD.

Cyanidin-3-glucoside is an anthocyanin with antioxidant and anti-inflammatory
capacity, highly metabolized in the gastrointestinal tract being the protocatechuic acid
the major metabolite formed. This phenolic acid, due to the presence of hydroxyl groups
attached to the aromatic ring, possesses a great capacity to reduce radicals and may be
involved on the health benefits observed by cyanidin-3-glucoside.

This study was idealized with the aim to conduct a comparative study between
cyanidin-3-glucoside and protocatechuic acid and its antioxidant and anti-inflammatory
effects on intestinal epithelial cells, the cell line HT-29, stimulated with a
pro-inflammatory cytokines mixture, IL-1a, TNF-oe and IFN-y.

Initially, with a cell-free assay, both protocatechuic acid and cyanidin-3-glucoside
have shown to be good free radical reducing agents, having a higher antioxidant activity
then Trolox. However, in comparative terms, cyanidin-3-glucoside was more efficient as
antioxidant then protocatechuic acid.

In cell studies, neither cyanidin-3-glucoside nor protocatechuic acid were toxic in
concentrations up to 25 uM, but failed to protect cells from cytokines-induced

cytotoxicity.
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The mixture of proinflammatory cytokines also induced a significant increase in
nitric oxide production by intestinal cells which was strongly counteracted when cells
were pre-incubated with cyanidin-3-glucoside 25 uM.

Cytokines also induced a change in the redox state of the cells evaluated in terms
of intracellular glutathione as well as the formation of reactive oxygen species.
Pre-incubation of the cells with cyanidin-3-glucoside or protocatechuic acid (25 uM) did
not protect cells from glutathione depletion but have shown some protection against

reactive oxygen species when assessed by fluorescence microscopy.

Keywords: Inflammatory Bowel Diseases; Polyphenols; Anthocyanins;
Cyanidin-3-glucoside; Protocatechuic acid; Anti-inflammatory activity; Antioxidant

activity; Nitric oxide; Glutathione; Reactive oxygen species.
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Capitulo 1: Introducao

Os alimentos que consumimos beneficiam todo o nosso organismo
providenciando os nutrientes e minerais essenciais (Fraga et al. 2010).

Uma dieta rica em frutas, vegetais e outras plantas comestiveis tem vindo a
demonstrar que ajuda a prevenir o risco de desenvolvimento de varias doencas, tais
como doengas cardiovasculares, cancro e doengas inflamatérias (Quideau et al. 2011).

Embora alguns micronutrientes como vitaminas ou minerais desempenhem um
papel importante nesta prevengao das doengas, outros componentes das plantas, como é
o caso dos polifendis, contribuem também para os efeitos benéficos observados do

consumo de vegetais e frutos na saude humana (Fraga et al. 2010, Quideau et al. 2011).

1.1 - Doengas Inflamatorias do Intestino

O processo inflamatério é um tipo de resposta imunitdria nao-especifica que
defende o individuo contra a constante ameaca de organismos e substancias quimicas do
ambiente circundante. Devido a esta permanente pressao antigénica, a mucosa intestinal
estd adaptada para funcionar sob intensas, ainda que fisioldgicas, condi¢cbes que
dependem de mecanismos de controlo celular e molecular. Em alguns individuos, este
estado no organismo é alterado, tornando-se excessivo, criando doencas inflamatérias
cronicas (Romier et al. 2009).

A inflamacado crdnica gastrointestinal pode influenciar o correto funcionamento da
mucosa intestinal, e ainda alterar a habilidade da mucosa de resistir a danos, bem como
de proceder a reparacao dos mesmos, uma vez causados (Wallace and Ma 2001).

As doencas inflamatorias intestinais (DIl) sdo um grupo de doencas caracterizadas
por um estado continuo de inflamacdo no trato gastrointestinal (Gl), que incluem vdrias
condicGes com diferentes sintomas e manifestacbes em diferentes seccbes do trato
gastrointestinal.

Devido a sua grande incidéncia e prevaléncia, as DIl sdo reconhecidas como um
grande problema de saude em paises desenvolvidos, incluindo Portugal (Romier et al.

2009). De acordo com a Associacdo Portuguesa da Doenca Inflamatdria do Intestino,
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existem 14 mil portugueses afetados por estas doencas e a sua incidéncia tem vindo a
aumentar com 140 novos casos por ano.

Estas doencas podem ter um grande impacto na qualidade de vida de um
individuo, o que acentua a necessidade cientifica de otimizar uma terapia
anti-inflamatdria no combate e prevencao destas doencas.

As DII, que incluem a doenca de Crohn (DC) e a Colite Ulcerosa (CU), sdo
caracterizadas por processos inflamatdrios inesperados no intestino, causando uma
inflamacgao crdnica, levando a danos epiteliais (Neuman 2007).

Existem varias caracteristicas patoldgicas e clinicas diferentes entre as duas
doengas, mostrando que estas representam entidades clinicas diferentes (Neuman 2007).

As DIl s3ao frequentemente associadas a infiltracdo de células do sistema
imunolégico e inflamatdrio, sendo caracterizadas por uma desregulacdo na sintese e
libertacdo de varios mediadores pro-inflamatérios. Estes mediadores incluem as citocinas,
as espécies reativas de oxigénio (ROS) e o 6xido nitrico (*NO), resultando numa rutura da
barreira epitelial, danos excessivos nos tecidos e um estado continuo de inflamacao

(Scaldaferri and Fiocchi 2007).

1.1.1 - Barreira intestinal

A barreira intestinal é uma estrutura dinamica e complexa que mantém a
homeostasia intestinal separando o conteudo intestinal dos tecidos do hospedeiro. Esta
barreira realiza a absorcao e digestdao de nutrientes essenciais, regula a secrecao de
eletrélitos e macromoléculas, permitindo ainda interacdes entre a flora bacteriana
residente e o sistema imunitario da mucosa (Roda et al. 2010).

Esta barreira é constituida por:

- Uma camada mucosa grossa que contém produtos antimicrobianos, agindo como
uma barreira quimica para invasdao de patogéneos, considerada como a camada superior
da barreira intestinal;

- Uma monocamada de células epiteliais do intestino, que servem como células
imunoefetoras devido a sua capacidade de libertar citocinas, quimocinas e outras

moléculas envolvidas na captacdo de antigénios e defesa imunitdria, exercendo as
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funcGes de absorcdo de nutrientes, barreira protetora, e reconhecimento e transducdo de
sinais exteriores;

- E ainda por um conjunto de vdrias células, como células mesenquimatosas,
dendriticas, linfécitos e macréfagos que constituem a camada inferior da barreira
intestinal (Roda et al. 2010, Shimizu 2010).

Esta protecdao conferida pela barreira intestinal é necessdria devida a elevada
expressao de citocinas, quimocinas e metabolitos provenientes da microflora intestinal ou

do hospedeiro (Neuman 2007).

1.1.2 - Doenga de Crohn e Colite Ulcerosa

Como ja foi dito anteriormente, a Doenca de Crohn (DC) e a Colite Ulcerosa (CU)
representam duas entidades diferentes com patologias distintas, possuindo também
caracteristicas distintas nas células afetadas (figura 1).

A Colite Ulcerosa pode ser distinguida da doen¢a de Crohn por se limitar a uma
inflamagdo localizada nas camadas superiores da mucosa do colon, ndo envolvendo toda
a parede do trato Gl onde se localiza. Esta é caracterizada por uma inflamacdo severa e
pela producdo de uma mistura complexa de mediadores inflamatérios com o
desenvolvimento de uma extensa ulceragao da superficie da mucosa (Baumgart and

Sandborn 2007).

Crohn's disease Ulcerative colitis

CERHEY r iallil
Figura 1. Marca histolégica de Doengas Inflamatdrias Intestinais. Imagem da esquerda, fotomicrografia histoldgica
tirada de um paciente com doenga de Crohn. Pode-se observar que a inflamagdo envolve toda a espessura da
parede desde a mucosa até a submucosa. Observam-se granulomas na superficie da submucosa. Imagem da direita,
fotomicrografia histolégica de um paciente de Colite Ulcerosa a uma ampliagdo baixa para se conseguir observar a
inflamagdo na mucosa e a erosdo. Uma maior ampliagdo poderia mostrar a presenga de células de inflamagdo
aguda em criptas, e consequentemente pequenos abcessos. (Bouma and Strober 2003)
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Na doenca de Crohn, ocorre igualmente uma inflamacdo severa, no entanto esta
afeta todas as camadas da parede do trato Gl, podendo afetar todo o trato GI. A DC é
caracterizada por uma acumulacdo de macrdfagos que frequentemente formam
granulomas (Baumgart and Sandborn 2007).

O padrdo de inflamacdo das duas doencas também tende a ser distinto. Na Colite
Ulcerosa a inflamacgao é continua por toda a zona inflamada, enquanto que na Doenca de
Chron a inflamacado pode ocorrer em pequenas seccdes em uma ou mais secgdes do trato
Gl (Baumgart and Sandborn 2007).

As duas doencas também diferem entre si na sua regulacdo. Na doenca de Crohn,
a inflamagdo é mediada por linfocitos T auxiliares 1 (Th1l) que sdo caracterizados pela
producdo de IL-1, IL-6, IFN-y e TNF-a. Na colite ulcerosa ocorre uma resposta mediada por
linfécitos T auxiliares 2 (Th2) e pela secrecdo de interleucinas, nomeadamente a

IL-4, a IL-5 e a IL-10 (Neuman 2007, Monteleone and Caprioli 2010).

1.1.3 - Papel das citocinas e quimocinas nas DII

Ja se encontra demonstrado que mediadores pro-inflamatdrios, como as citocinas,
desempenham um papel crucial na patogénese das DIl. As citocinas sdo pequenas
proteinas ou peptideos (4-15 kDa) produzidas por células imunitarias que facilitam a
comunicac¢ao entre as células, estimulam a proliferacdao de efetores celulares especificos,
de antigénios e medeiam as manifestacdes locais e sistémicas de inflamacdo em tecidos
enddcrinos, autdcrinos e paracrinos (Neuman 2007).

Num estado de inflamacdo crénica, como é o caso das DIl, ocorre uma grande
alteracdo dos niveis de citocinas na mucosa intestinal, resultando num desequilibrio entre
citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatdrias. Desta desregulacdo resulta uma excessiva
entrada de células efetoras na mucosa intestinal, induzindo assim danos nos tecidos
devido a producdo excessiva de, por exemplo, éxido nitrico e de mediadores
inflamatdrios, criando um aumento do estado inflamatério das células (Atreya and

Neurath 2010).
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O fator de necrose tumoral o (TNF-a), o interferdo y (IFN-y) e a interleucina 1 (IL-1)
sdo as trés principais citocinas envolvidas na patogénese das DIl (Xavier and Podolsky
2007).

O TNF-a exerce o seu efeito pro-inflamatério através do aumento da producdo de
IL-1B e IL-6, da expressdao de moléculas de adesdo, da proliferacdo de fibroblastos e de
fatores de pro-coagulagao, bem como a iniciacdo de citotoxicidade apoptdtica. O TNF-a
parece exercer um efeito estimulador nas células, produzindo IFN-y, que por sua vez vai
ligar-se a recetores especificos das células resultando na ativagdo de varias cascatas de
sinalizacdo intracelular, consequentemente levando a sintese de proteinas que medeiam
respostas antivirais, inibicdo de crescimento e modelagdo imunitaria. Estas duas citocinas
pro-inflamatdrias, TNF-a e IFN-y, também estdo associadas a um aumento na
permeabilidade das tight junctions das células epiteliais (Al-Sadi and Ma 2007, Atreya and
Neurath 2010).

Para além dos efeitos pro-inflamatérios do TNF-a e do IFN-y, a IL-1 parece ser
também bastante importante na patogénese das DIl devido a sua grande atividade na
regulacdo do sistema imunitario durante o desenvolvimento de, por exemplo, a
inflamacao, a infecdo, a diferenciacao celular, a remodelagado de tecido e a morte celular.
O sistema da IL-1 consiste em trés membros, a IL-1a, a IL-1 e o antagonista do recetor da
IL-1 (IL-1ra).

O antagonista do recetor da IL-1 é produzido por células epiteliais do intestino e
pode inibir as a¢des pro-inflamatadrias da citocina IL-1. O antagonista do recetor liga-se a
recetores de IL-1 (IL-1R1) de células alvo e vai impedir a ligacdo da IL-1a e IL-1B ao recetor
IL-1R1. Um desequilibrio na mucosa intestinal entre a IL-1B e o antagonista do recetor, IL-
1Ra, é observado em pacientes com DI, sugerindo que a producao insuficiente enddgena
de IL-1Ra de forma a contrariar o excesso da citocina pro-inflamatdria IL-1a pode ser um

importante defeito patoldgico (Al-Sadi and Ma 2007).
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1.1.4 - Papel do Fator Nuclear kB nas DII

O fator nuclear kB (NF-kB) é um fator de transcricdo bastante importante na
resposta inflamatdria Este regula a expressdo de varios genes que codificam citocinas e
quimocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-6, IL-1, IL-8, etc.), bem como moléculas de
adesdo, factores de crescimento e enzimas tais como a cicloxigenase-2 (COX-2) e a 6xido
nitrico sintase indutivel (iNOS) (Baldwin 1996).

O NF-kB existe no citosol das células como dimero numa forma inativa, estando
complexado com o seu inibidor, a proteina IkB (incluindo IkB-a e outros). Apds um
estimulo, como por exemplo radicais livres, citocinas pro-inflamatorias,
lipopolissacarideos bacterianos e radiagao UV, ocorre a ativacao da IkB cinase (IKK), que é
um complexo constituido por subunidades de cinases cataliticas (IKKa e/ou IKKB) e uma
proteina modeladora, NEMO. A IKK vai induzir a fosforilacgdo do inibidor IkB e
consequentemente este vai degradar-se, permitindo assim a translocacdo do dimero
NF-kB ativo para o nucleo. O NF-kB posteriormente liga-se a locais especificos do DNA e
induz a expressdo de genes envolvidos na resposta inflamatdria (figura 2) (Schreiber et al.
1998, Gilmore 2006).

A ativacdao constante e em excesso de NF-kB é frequentemente observada em
pacientes com DIl, desempenhando assim um papel bastante importante no
desenvolvimento das doencgas inflamatdrias. Assim sendo, as DIl estdo associadas a uma
desregulacdo da via intracelular de ativacdo do NF-kB levando a uma acdo excessiva deste
fator transcripcional. A inibicdo desta via a qualquer momento do processo de ativacao
do NF-kB vai reprimir a producdo das proteinas expressas através do NF-kB, modelando
localmente a inflamacdo e podendo ser um bom alvo para o tratamento das DIl (Mueller

et al. 2010).
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Figura 2. Via cldssica da transdugéo de sinal do NF-kB. Os dimeros de NF-kB (p50/RelA) sGo mantidas no citoplasma por
interagbes com uma molécula independente IKB. Em muitos casos, a ligagdo de ligando a um recetor celular que se
encontra na superficie da célula vai recrutar o complexo IKK (que contém as subunidades cataliticas o e 8 e duas
moléculas proteicas reguladoras NEMO). A agregagdo destas moléculas no receptor vai ativar o complexo IKK que por
sua vez vai induzir a fosforilagdo do IKB em dois residuos de serina. Uma vez ativo, o dimero NF-kB entra no nucleo para
se ligar aos locais especificos e proceder a transdugdo dos genes. Aimagem é adaptada de Gilmore (2006).

1.1.5 - Oxido Nitrico e Inflamagao

O oxido nitrico (*NO) é reconhecido atualmente como um modelador celular
versatil envolvido numa grande variedade de processos fisiolégicos e patoldgicos como a
resposta imunitdria, a vasodilatacdo e a neuromodelacgdo (Forstermann and Sessa 2012).

O oxido nitrico, apesar de participar em diversas atividades bioldgicas, é uma
molécula bastante simples que contém um atomo de nitrogénio ligado covalentemente a
um atomo de oxigénio com um eletrdo livre. Sendo uma molécula pequena hidrofdbica
consegue atravessar a membrana celular sem a ajuda de canais ou recetores,
conseguindo difundir através de distdncias consideraveis (Palmer et al. 1987).

A sintese do *NO pode ocorrer de forma enzimatica e n3o-enzimdtica. A 6xido
nitrico sintase (NOS) é considerada a fonte principal de *NO nos sistemas bioldgicos,

existindo trés isoformas diferentes, a NOS indutivel (iNOS), que é aquela que produz os
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maiores niveis de *NO por longos periodos de tempo, a NOS endotelial (eNOS) e a NOS
neuronal (nNOS), sendo estas duas expressas constitutivamente e tendo a sua atividade
regulada pelas concentragbes intracelulares de calcio, pelo que produzem menores
quantidades de *NO e por periodos de tempo mais curtos (Alderton et al. 2001).

A Oxido nitrico sintase, na sua forma ativa é dimérica e cada mondémero
encontra-se associado a uma molécula de calmodulina (CaM). Devido a grande variedade
de processos biolégicos em que estas enzimas estdo envolvidas, a sua regulacdo é
complexa. A atividade, expressao e localizagdo sao reguladas por interagdes proteina-
proteina, splicing alternativo de mRNA e modifica¢cdes covalentes (Alderton et al. 2001).

A sintese n3o-enzimatica de *NO pode ser feita através dos anides inorganicos
nitrato (NO3’) e nitrito (NO;), pois em condi¢Oes bastante acidicas, que ocorrem muito no
estdmago, o nitrito consegue produzir *NO e outras espécies reativas de nitrogénio
(Lundberg et al. 1994).

O °NO é capaz de surtir efeitos tanto anti-inflamatérios como pro-inflamatérios.
Esta inconsisténcia pode ser explicada pelas vdrias a¢des celulares que esta molécula
exerce e pelo nivel e local a que a sua producdo acontece.

Em pequenas quantidades, o *°NO é capaz de exercer atividades anti-inflamatdrias,
conferindo propriedades anti-aderentes ao endotélio e inibindo assim a adesdo de
leucécitos e plaquetas, diminuindo a expressao de seletina-P pelas plaquetas, inibindo a
agregacdo e trombose microvascular, a proliferacdo de linfocitos e diminuindo a
producdo de oxidantes pelos fagécitos e de citocinas pelos macrdéfagos (Clancy et al.
1998).

No entanto, quando ocorre uma producdo excessiva de citocinas inflamatérias,
estas sdo responsaveis pela indugdo da iNOS, que produz assim grandes quantidades de
*NO. Este aumento de 6xido nitrico foi descrito em doengas como a colite ulcerosa e
sepsia. Por esse motivo, a sobreproducio de °NO é um indicativo de um estado
imunoldgico ativo nos quais citocinas inflamatérias e outros mediados vao ativar a iNOS
em vérios tecidos. Grandes quantidades de *NO produzidas pelas células em resposta as
citocinas podem destruir os tecidos hospedeiros e alterar as respostas celulares (Clancy et

al. 1998).
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Para além dos efeitos celulares ja mencionados anteriormente, este radical
desempenha outras fungdes no trato gastrointestinal, tendo efeitos na secregao
gastrointestinal, onde contribui para a secrecdo de muco gastrico, na permeabilidade, e

no fluxo sanguineo atuando como um potente vasodilatador (Sharma et al. 2007).

1.1.6 - Stress Oxidativo

O stress oxidativo € um mecanismo de danos celulares presente em muitas
doengas, como diabetes, doengas neurodegenerativas e cardiovasculares, doencas
inflamatdrias do intestino e cancro. Este mostra-se assim um étimo alvo de estudo para
terapia e prevencao destas doencas (Willcox et al. 2004).

Reacdes de oxidacdo sdo uma parte essencial do metabolismo normal e o oxigénio
é o principal aceitador de eletrdes no sistema de fluxo de eletrGes que produz ATP, sendo
portanto bastante importante. O stress oxidativo ocorre quando existe um grande
desequilibrio entre espécies reativas de oxigénio (ROS) e as defesas antioxidantes do
organismo (Masella et al. 2005).

As ROS podem desempenhar duas func¢ées diferentes in vivo. Uma funcdo positiva,
quando estdao envolvidas na producao de energia, fagocitose, crescimento celular e
regulacdo da sinalizacdo intracelular. E uma funcdo negativa, sendo bastante prejudiciais
para as células e organismo, pois podem atacar macromoléculas biolégicas como lipidos,
proteinas e ADN, induzir a oxidacdo resultando em danos na membrana celular e afetar o
funcionamento de enzimas, inativando-as (Masella et al. 2005, Finley et al. 2011).

As espécies reativas de oxigénio estdo constantemente a ser produzidas nas
células como resultado do processo de transferéncia de eletrées na mitocéndria ou como
bio produtos das enzimas xantina oxidase, lipoxigenases e cicloxigenases. As ROS podem
ainda ser geradas como consequéncia do metabolismo intracelular de toxinas,
monoxigenases e compostos exdgenos, ou devido a exposicao a fatores ambientais como
a radiacdo ultravioleta (Masella et al. 2005).

De forma a evitar um excesso de ROS no organismo, o ser humano desenvolveu
mecanismos de protecdo que podem captar ou neutralizar as ROS, bloquear a sua

producdo ou sequestrar metais de transicdao que podem ser fonte de radicais livres. Estes
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mecanismos protetores incluem defesas antioxidantes de origem enzimatica e
nao-enzimatica. Estas podem ser produzidas no organismo, sendo de origem enddgena
como é o exemplo do glutatido reduzido (GSH), peroxirredoxinas e a superéxido
dismutase (SOD), ou podem ser obtidos na dieta, sendo de origem exdgena como
polifendis, Vitamina E, Vitamina C e carotenoides (Willcox et al. 2004, Halliwell 2011).

Entre os antioxidantes enddgenos incluem-se as enzimas que mais eficientemente
catalisam a reacdo de reducdo de espécies reativas de oxigénio, como é o caso da
superéxido dismutase (SOD). Esta catalisa a dismutagdo do radical superdxido em
perdxido de hidrogénio e oxigénio. Também a hidroperoxidase, que catalisa a dismutacdo
do peréxido de hidrogénio em agua e oxigénio e o glutatido peroxidase (GPx) que reduz
hidroperdxidos organicos estao entre os antioxidantes enddgenos existentes nas células
(Finley et al. 2011).

O glutatido reduzido (GSH) desempenha um papel central no sistema antioxidante
intracelular endégeno pois é bastante importante para a eliminacdo de ROS, ndo apenas
como cofactor enzimdtico, mas também como captador de radicais livres (Masella et al.

2005, Finley et al. 2011).

1.1.7 - Glutatiao

Os sistemas redox tiol/dissulfureto existentes nas células compreendem os pares
glutatido reduzido, glutatido oxidado (GSH/GSSG), cisteina reduzida, cisteina oxidada
(Cys/CysSS) e tioredoxina reduzida, tioredoxina oxidada (Trx/TrxSS). Estes desempenham
um papel bastante importante na preservacdo da homeostasia redox dos tecidos, funcdes
metabdlicas e integridade celular (Circu and Aw 2011).

O glutatido reduzido (GSH) encontra-se presente nas células, estando a sua
concentrac¢do entre os valores de 1-10 mM na maioria das células de mamiferos incluindo
o epitélio intestinal, sendo um dos determinantes principais do estado redox das células.
Existe na célula maioritariamente na forma bioldgica ativa tiol-reduzida GSH, e a oxidacao
de GSH para o dissulfureto GSSG estd muitas vezes associada a stress oxidativo. A
homeostasia intracelular de GSH é mantida por sintese de novo, regeneracdo a partir de

GSSG, e captacao extracelular de GSH (Circu and Aw 2012).
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Como parte do sistema de defesa antioxidante, o GSH participa em reac¢Ges de
conjugacao catalisadas por glutatidao-S-transferase (GST), de reducdao do peréxido de
hidrogénio (H,0,) e de hidroperdxidos lipidicos (LOOH) catalisada por glutatido
peroxidases (GPx), e na reducdo de pontes dissulfureto em proteinas catalisadas por
glutaredoxinas (Grx) (Circu and Aw 2011).

Niveis elevados de glutatido oxidado no tecido epitelial tém sido correlacionados
com a severidade da inflamacdo nos tecidos, sendo os principais causadores, a baixa
expressao das enzimas da via de sintese de GSH e os baixos niveis de precursores de
cisteina. Estes fatores contribuem para a baixa concentracdo de glutatido reduzido na
mucosa intestinal em doentes com doengas inflamatdrias intestinais, havendo um
desequilibrio no racio GSH/GSSG (lantomasi et al. 1994, Sido et al. 1998).

Niveis baixos de glutatido reduzido foram também encontrados em células
inflamadas da mucosa do ileo de doentes com doenga de Crohn, e também na mucosa do

colon em doentes com Colite Ulcerosa (Sido et al. 1998).

25



1.2 - Polifendis

Ha pelo menos uma década que investigadores e a industria alimentar tém
mostrado um interesse crescente nos polifendis. As principais razdoes s3ao o
reconhecimento das suas propriedades antioxidantes, a grande abundancia na dieta
humana e o seu provavel papel na prevencao de vdrias doencgas associadas ao stress
oxidativo (Manach et al. 2004).

Os polifendis sdo um grupo de compostos quimicos encontrados em plantas e
caracterizados pela presengca de um ou mais anéis fendlicos. Frutos e vegetais sdo as
principais fontes de compostos fendlicos na dieta humana, onde grandes concentragées
de polifendis sdo encontradas nas bagas, no cha, na cerveja, no vinho, no azeite, no
chocolate/cacau, no café, nas nozes, nos amendoins, nas romas, no milho, entre outros
(Landete 2012).

Os polifendis influenciam muitas propriedades sensoriais dos alimentos,
contribuindo para o aroma e sabor de muitos produtos alimentares de origem vegetal. A
contribuicdo dos polifendis para o aroma é devido a presenca de fendis volateis na sua
composicdo (Landete 2012).

Existem mais de 8000 moléculas diferentes com estrutura polifendlica
identificadas em plantas superiores e algumas centenas em plantas comestiveis. Estas
moléculas sdo metabolitos secunddrios das plantas e estdo normalmente envolvidos na
defesa contra as radiagdes ultravioleta, agressao por agentes patogénicos, quelatacdo de
metais pesados tdxicos ou protecdo antioxidante contra radicais livres gerados durante o
processo fotossintético (Stevenson and Hurst 2007). Estes compostos podem ser
classificados em grupos diferentes, em funcdo do numero de anéis fenol que contém e
dos elementos estruturais que ligam os anéis entre si.

Distinguem-se assim os flavondides e os nao flavondides (acidos fendlicos,
estilbenos e linhanos). Os flavondides partilham uma estrutura bdsica semelhante
consistindo em 2 anéis aromaticos (A e B) que se encontram ligados por 3 atomos de
carbono formando um anel heterociclico oxigenado (anel C) tal como representado na
figura 3. Os flavondides, consoante a variacao nas estruturas do anel C, sdo divididos em 6
subclasses, sendo os flavondis, as flavonas, as isoflavonas, as flavanonas, as

antocianidinas (antocianinas) e os flavandis (catequinas e proantocianidinas) (figura 4).
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Figura 3. Estrutura e padrdo numérico geral dos flavondides (Beecher 2003).

Os polifendis sdo caracterizados pela sua elevada capacidade antioxidante. Com

efeito, observando a figura 3, a simples substituicdo de R4’ por hidrogénio vai permitir

gue o polifenol possua a capacidade de participar em reacdes redox cedendo o atomo de

hidrogénio, formando um radical estavel, O-semiquinona, devido a deslocalizacdo do

eletrdao entre os anéis aromaticos, particularmente quando existe uma dupla ligagdo na

posicdo 2:3 do anel C (Beecher 2003).

Flavonoides

&"-;A:,,LD_

Isoflavonas

Flavanonas
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Flavanais

OH

Figura 4. Vdrios Tipos de Flavondides e suas Estruturas Quimicas Gerais. Adaptado de Manach et. al (2004).
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1.2.1 - Efeitos Bioldgicos

Os polifendis tém sido considerados como importantes compostos antioxidantes
devido a sua atividade como captadores de radicais livres, quelata¢ao de metais, indugao
de antioxidantes enddgenos (glutatido peroxidase, glutatido redutase, superdxido
dismutase, lipoxigenases, entre outros) e modelacdo de enzimas agindo contra o stress
oxidativo. Mais recentemente tém sido também reconhecidos como modeladores de
sinais celulares e inflamacdo, através da interacdo direta com recetores ou enzimas
envolvidas na transdugdo de sinais, modelagdo de genes relacionados com a
sobrevivéncia/morte celular, regulacdo da fun¢do mitocondrial, vias de sintese de lipidos
e proteinas (Rahman et al. 2006, Fraga et al. 2010, Laranjinha 2010, Quideau et al. 2011).

Devido as varias formas de acdo, os polifendis tém um grande potencial benéfico
para a saude em vdrias doencas tais como cancro, doengas inflamatdrias e alérgicas,
doencas cardiovasculares, diabetes e doencas neurodegenerativas (Rahman et al. 2006,

Quideau et al. 2011, Rodrigo et al. 2011, Singh et al. 2011).

1.2.2 - Biodisponibilidade

Os efeitos bioldgicos dos polifendis sdo dependentes da sua biodisponibilidade,
gue varia bastante consoante o composto polifendlico. A estrutura quimica do composto,
mais do que a concentrac¢do, determina a quantidade e extensao da absorcao, bem como
a natureza dos metabolitos resultantes que circulam no plasma.

Grande parte dos polifendis estdo presentes nos alimentos na forma de ésteres,
glicosideos ou polimeros, que ndo podem ser absorvidos nesta forma nativa. Por esse
motivo, antes da absorg¢do, os polifendis sdao hidrolisados por enzimas do intestino ou
pela microflora intestinal (Scalbert et al. 2002).

Uma vez absorvidos, os polifendis passam por uma série de transformacdes, onde
primeiro sdo conjugados no intestino delgado, e posteriormente no figado por metilacao,
sulfatacdo e/ou glucuronidagdo. Este é um processo metabdlico comum para a
eliminacdo de muitos xenobidticos para restringir os possiveis efeitos téxicos e facilitar a

sua eliminacdo pela urina aumentado a sua hidrofilicidade. Estes mecanismos de
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conjugacdo sdao muito eficientes, pelo que geralmente os polifendis ou sdo inexistentes na
corrente sanguinea, ou a sua concentragao é muito baixa (Manach et al. 2004).

Os polifendis, uma vez consumidos, conseguem entrar nos tecidos,
particularmente naqueles em que ocorre a sua metabolizagdo, nomeadamente o
intestino delgado e o figado. Grande parte dos polifendis é, no entanto, excretado pela
urina (Manach et al. 2004).

Os polifendis sdao pelo menos parcialmente absorvidos através da barreira do
intestino, sendo que, a quantidade de polifendis intactos encontrados na urina varia

conforme a estrutura do polifenol (Scalbert et al. 2002).
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1.3 - Antocianinas

As antocianinas sao uma subclasse da familia dos polifendis, que estdo associados
as cores azul, roxo e vermelho de vdérios frutos e plantas. O termo antocianina deriva do
grego anthos, que significa flor, e kyanos, que significa azul, e foi introduzido pelo
farmacéutico alemao Ludwig Clamor Marquart (1804-1886) para designar os pigmentos
azuis presentes nas flores. Pouco depois, descobriu-se que ndo sé a cor azul, mas
praticamente todas as cores vermelhas, azuis, e tons de roxos das flores, frutos, folhas e
raizes sao devidos a esses pigmentos, e isto resultou na extensdo do termo para todos os
pigmentos existentes neste grupo de espécies vegetais (Bueno et al. 2012).

As antocianinas sdo compostos reativos e rapidamente degradados, ou entdo
reagem com outros componentes em mistura para formar compostos incolores ou
castanhos. A perda da pigmentacdo pelas antocianinas também pode ocorrer devido a
presenca de oxigénio, e como resultado de processamento a altas temperaturas. Para
além do oxigénio, a temperatura, a luz, enzimas e o pH tém um efeito na estabilidade das
antocianinas, e na coloracdo do meio que contém estes pigmentos (McGhie and Walton
2007).

As antocianinas sdo maioritariamente compostos glicosideos da sua aglicona, as

antocianidinas (figura 5).

Anthocyanidin R, Ra Colour
Pelargonidin H H Orange-red
Cyanidin OH H Red
Delphinidin OH OH Pink
Peonidin OCH;,4 H Bluish purple
Petunidin OCH;,4 OH Purple
Malvidin OCH,4 QOCH;, Redish purple

Figura 5. Antocianidinas mais comuns e suas composigoes (del Rio et. al (2012)).
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As antocianidinas sdo bastante instaveis em meio com pH neutro, podendo
degradar-se facilmente formando acidos fendlicos e aldeidos, ou dimerizar tornando-se
mais estaveis. As antocianinas por outro lado ja sdo mais estaveis numa gama grande de
valores de pH. Este é o principal motivo pelo qual as antocianidinas ndo se encontram tao
abundantemente na natureza na sua forma intacta e sdo mais rapidamente degradadas
quando ingeridas (Bueno et al. 2012).

Em solugdo aquosa, as antocianinas existem num elevado numero de formas
moleculares diferentes, que se encontram num equilibrio dindamico, tendo sido ja
registadas oito estruturas moleculares distintas. O catido flavilium é a forma molecular
mais abundante quando o pH se encontra inferior a 2. A medida que o pH aumenta,
ocorre uma rdpida perda de protdes, gerando a estrutura azul quinondidal. Ao mesmo
tempo, uma hidratacdo mais lenta do catido flavilium também ocorre, formando a forma
hemicetal que é incolor que posteriormente sofre tautomerizacao através da abertura do
anel C para gerar as formas cis e trans da forma calcona (figura 6) (McGhie and Walton

2007).
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Figura 6. As vdrias estruturas moleculares conhecidas das antocianinas, que sdo formadas durante diferentes
condigbes de pH. Adaptado de McGhie e Walton (2007).
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O interesse cientifico elevado, nas antocianinas em especifico, esta ligado a sua
elevada presenga na dieta humana, comparativamente a outros flavonoides, levando a
crer que grande parte dos efeitos benéficos observados pelo consumo de plantas e
vegetais ricas em polifendis seja da responsabilidade das antocianinas (Cooke et al. 2005).

Encontram-se ja identificadas centenas de antocianinas devido as inumeras
possibilidades de conjugacao entre as antocianidinas e os residuos de agucar que podem
ligar (figura 7). Os agucares encontram-se maioritariamente ligados na posi¢dao 3 do anel C

ou na posicdo 5 e/ou 7 do anel A (figura 5).

OH

OH

8

HO.
0
7 OR

OH

R = arabinose — cyanidin-3-arabinoside
R = galactoside — cyanidin-3-galactoside
R = glucoside — cyanidin-3-glucoside
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R = xylose — cyanidin-3-xyloside

Figura 7. Cianidina e possiveis conjugagdes com agticares (Denev et al. 2012).

As diferencas entre as antocianinas devem-se ao numero e posi¢cdo de grupos
metoxilo e hidroxilo, a natureza e nimero de acgucares ligados a molécula, a posicao de
cada ligando, e ao grau de esterificacdo com acidos alifaticos ou aromaticos ligados aos
acucares na molécula (Bueno et al. 2012).

As antocianinas naturais mais comuns nas plantas sdo glicosideos de
antocanidinas malvidina, cianidina, pelargonidina, delfinidina, petunidina e peonidina,
sendo a cianidina a mais comum na dieta e os compostos glicosideos de cianidina os mais
distribuidos pela natureza. Os acglcares conjugados as antocianidinas s3o a glucose, a
galactose e a arabinose, normalmente como 3-glicosideos ou 3,5-glicosideos no anel C
(figura 5) (Manach et al. 2004, de Freitas and Mateus 2006).

A estrutura quimica das antocianinas vai influenciar as suas propriedades quimicas

e assim determinar a sua estabilidade, cor, equilibrio em agua, efeito de copigmentacao,
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atividade antioxidante e atividade bioldgica. Muitos fatores, como o pH, a temperatura, a
luz, a presenca de outros compostos fendlicos, as enzimas, os ides metalicos, os aglcares,
o acido ascdrbico e o oxigénio tém impacto na estabilidade das antocianinas (Bueno et al.
2012).

O numero de grupos hidroxilo e tipo de acglcares existentes nas antocianinas, bem
como os grupos acilados, podem influenciar a sua polaridade, tamanho, e conformacgao
espacial dos componentes individuais. Consequentemente tém impacto na

biodisponibilidade observada (Bueno et al. 2012).

1.3.1 - Distribui¢ao e Efeitos Biologicos das Antocianinas

Se as antocianinas sdo responsdveis por efeitos na saude, a distribuicdao destas e
dos seus metabolitos entre os tecidos do organismo é uma informacdo importante para
perceber os mecanismos dos efeitos biolégicos observados.

Varios estudos levados a cabo com ratos concluiram que metabolitos de
antocianinas sdao encontrados em tecidos do cérebro, rim, figado e pulmao, apresentando
assim uma grande distribuicdo destes compostos no organismo apds 0 seu consumo
(Talavera et al. 2005, El Mohsen et al. 2006, Galvano et al. 2008).

Apesar da 6tima distribuicdo das antocianinas pelo organismo, a sua
biodisponibilidade ndo se apresenta tdo boa. A quantidade observada na urina, ap6s a
absorcdo das antocianinas, apresenta-se bastante reduzida em relagdo a quantidade
ingerida, onde na maioria dos estudos se observa uma percentagem menor que 0,1% da
guantidade total de antocianinas que foi ingerida. Isto sugere que ocorre uma grande
metabolizacdo das antocianinas ao longo de toda a ingestdo, no entanto, os estudos de
biodisponibilidade das antocianinas nao sao faceis, pois existe um grande nuimero de
estruturas moleculares diferentes das antocianinas conforme o ambiente em que se
encontram (nomeadamente pH), e existe um grande numero de potenciais metabolitos
que se podem formar (McGhie and Walton 2007).

Encontra-se demonstrado que perdas no conteudo intestinal por absorcdo das
antocianinas é maior para antocianinas glicosideas, moderada para antocianinas

galactosideas, e quase inexistente para antocianinas conjugadas com arabinoses e xiloses.
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Estes estudos vém mostrar que diferentes residuos de agucar conjugados nas
antocianinas irdo ser metabolizados de forma distinta apds a ingestao (He et al. 2005).

Um estudo levado a cabo por Wu e colaboradores (2006) revelou que apds o
consumo de antocianinas, de entre os compostos glicosilados, as cianidinas di- e
tri- glucdésidos apresentavam uma maior concentracdo no trato gastrointestinal do que a
cianidina-3-glucdsido. Isto explica-se pelo nivel de complexagao das antocianinas, ou seja,
as antocianinas que apresentam um maior numero de conjugacdes sdo mais estaveis e
assim mais resistentes a microflora do intestino ndo sendo degradadas ou metabolizadas
no trato Gl, sendo portanto mais facilmente encontradas na sua forma intata no trato Gl
(Wu et al. 2006).

Antocianidinas glucésidas mostram assim ser hidrolisadas pela microflora
intestinal, sendo que a antocianina que apresenta uma maior absor¢ao ao longo do trato
gastrointestinal é a cianidina-3-glucésido (Tian et al. 2006).

Na ultima década, muitos estudos focaram-se na potencial atividade bioldgica ou
efeitos na salde em humanos das antocianinas. Embora haja varias evidéncias indicando
a bioatividade das antocianinas, poucos progressos foram efetuados para estabelecer a
farmacocinética destes compostos.

Varios estudos recentes com antocianinas purificadas ou extratos ricos em
antocianinas in vitro vieram confirmar o efeito potencial destes pigmentos naturais.
Efeitos demonstrados incluem protecdo contra lesGes hepaticas, uma reducdo
significativa da pressdo arterial, melhoramento da visdo, forte atividade anti-inflamatéria
e antimicrobiana, inibicdo de muta¢des causadas por mutagénese e supressao da
proliferacdo de células cancerigenas humanas. Estes efeitos fisioldégicos estdo muitas
vezes ligados a sua grande atividade antioxidante, comum com outros compostos
fendlicos (Kong et al. 2003).

Wang e colaboradores (1997) testaram a capacidade antioxidante de 14
antocianinas diferentes, constatando que apesar de as antocianinas possuirem uma
grande deficiéncia natural de eletrdes, e assim, serem bastante reativas, a sua capacidade
antioxidante varia consoante o nimero de grupos hidroxilo que possuem, bem como a
sua posi¢cdo nos anéis. Também as glicosilagcdes das antocianidinas irdo ter um impacto na

capacidade antioxidante, sendo dependente da aglicona em questao. E ainda, diferentes
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acucares podem ter efeitos diferentes na capacidade antioxidante das antocianinas
(Wang et al. 1997).

Tsuda e colaboradores (1996) sugeriram que o mecanismo antioxidante da
cianidina-3-glucdsido é observado apds a metabolizagdo da antocianina no trato
gastrointestinal, formando novos radicais capazes de captar radicais livres devido a
quebra da estrutura (Tsuda et al. 1996).

Mais tarde, também Tsuda e colaboradores (1999) demonstraram que o
metabolito que mais concentragao apresenta ao longo do trato gastrointestinal é o acido
protocatecuico, sendo este um dacido fendlico resultante da degradacdo da cianidina-3-
glucésido e, possivelmente o principal responsavel pelos efeitos antioxidantes e
anti-inflamatdrios observados (Tsuda et al. 1999).

Outro efeito bioldgico também observado com as antocianinas é a sua atividade
anti-inflamatéria, que é conseguida pela inibicdio das duas isoformas das enzimas

cicloxigenases, COX-1 e COX-2 (Seeram et al. 2001).
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1.3.2 - Acido protocatecuico

Como referido anteriormente, um metabolito frequentemente encontrado no
organismo apdés a ingestdo e metabolizagdo de antocianinas é o 4cido
3,4-dihidroxibenzdico, acido protocatecuico (figura 8). Este é um acido fendlico resultante
da degradacdo das antocianinas, principalmente da cianidina-3-glucdsido, que é a
cianidina mais presente nos alimentos. O dacido protocatecuico tem uma estrutura
semelhante a outros acidos polifendlicos bastante conhecidos como compostos
antioxidantes, como o acido galhico, o acido cafeico, o acido vanilico e o acido siringico

(Tsuda et al. 1999).
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Figura 8. Acido Protocatecuico

O 4cido protocateuico encontra-se amplamente distribuido nas plantas, e é
detetado em bastantes frutos e especiarias. Este composto é um dos principais
compostos bioldgicos ativos de algumas plantas medicinais. O acido protocatecuico tem
sido descrito devido a sua possivel atividade antioxidante, antibacteriana,
anticancerigena, antidiabética, antiviral, analgésica, cardiaca e anti-inflamatoéria, entre
outras (Kakkar and Bais 2014).

Como metabolito, pode ser encontrado tanto no trato gastrointestinal inferior,
como na corrente sanguinea, sendo produzido maioritariamente devido a acado da
microflora intestinal, pois grandes concentracbes de 4cido protocatecuico sdo
encontradas nas fezes apds o consumo de cianidinas glucésidas. Especula-se que, as
cianidinas glucésidas sofrem desglicosilagdo no trato gastrointestinal inferior por
B-glucosidases da microflora intestinal, e que a aglicona livre pode ser metabolizada,
formando acido protocatecuico ou diretamente degrada devido as condi¢des de pH. Este

processo metabdlico da aglicona pode ser efetuado diretamente no limen do intestino,
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ou na corrente sanguinea apos a absorgdo, ja que concentragées de acido protocatecuico
também s3o detetadas na corrente sanguinea (Vitaglione et al. 2007).

Esta elevada formacdo de acido protocatecuico no organismo, principalmente na
corrente sanguinea e no trato Gl, pode explicar a elevada atividade antioxidante e anti-
inflamatdria observada nestes tecidos. Questiona-se assim, se este acido fendlico nao
serd o principal causador pelos efeitos benéficos no organismo observados pelo consumo

de cianidinas glicosiladas.

1.3.3 - Antocianinas e Inflamagao

Substancias polifendlicas, tais como as antocianinas, possuem uma grande
variedade de atividades fisioldgicas responsaveis por efeitos na saude atribuidos a alguns
alimentos, tal como ja foi referido.

Um desses efeitos é a atividade anti-inflamatéria, cujo mecanismo bioldgico pode
estar associado a inibicdo de expressdao de iNOS e consequentemente a producdo de
oxido nitrico (NO), que pode levar a estimulacdo das vias de ativacdo de fatores de
transcricdo de genes inflamatérios como o fator de transcricdo NF-kB (Hidalgo et al.
2012).

Foi observado em estudos com varios tipos de células incubadas com antocianinas
a capacidade de inibicao das proteinas dependentes da via do NF-kB, como as proteinas
COX-1 e COX-2 e varias interleucinas. As antocianinas inibiram a expressao do mRNA que
traduz as proteinas e/ou os niveis de expressdo das proteinas (Afaq et al. 2005, Reddy et
al. 2005, Rodrigo et al. 2006, Boivin et al. 2007).

Hidalgo e colaboradores (2012) demonstraram que antocianinas da dieta e acidos
hidroxicindmicos reduzem a inducdo de varios mediadores inflamatodrios, reduzindo a
producao do TNF-a, que é uma citocina crucial para a induc¢do da sintese de NO, pelo que
observaram também a reducado do mediador de stress oxidativo NO (Hidalgo et al. 2012).

Concluimos assim, que tanto as antocianinas como os seus metabolitos, os acidos
fenélicos, podem desempenhar um papel relevante na diminuicdo de marcadores
inflamatdrios, como as citocinas e moléculas de adesdo, participando assim no efeito

anti-inflamatdrio observado quando sao consumidos alimentos ricos em antocianinas.
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Objetivo do Trabalho

Seguindo a linha de investigacdo que tem vindo a ser desenvolvida no laboratério
e que ja demonstrou a capacidade da cianidina-3-glucésido em reduzir significativamente
a expressao de mediadores pré-inflamatérios em células HT-29, usadas como modelo de
células intestinais, pretendiamos com este trabalho verificar se o acido protocatecuico
também apresentaria ou ndo atividade anti-inflamatdria e desta forma potenciar a
atividade da cianidina-3-glucdsido in vivo.

Para isso come¢amos por avaliar o seu efeito na producdo de dxido nitrico pelas
células HT-29, submetidas a um estimulo inflamatério. Posteriormente, verificAmos o seu
potencial efeito no estado redox das células pela medida do glutatido intracelular e das

espécies reativas de oxigénio.
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Capitulo 2: Materiais e Métodos

2.1 - Reagentes

A cianidina-3-0-3 glucosideo (C3G), purificada a partir de fontes naturais e com um
grau de pureza de cerca de 97%, foi adquirida a Extrasynthése (Genay, Franca) e usada
sob a forma de solugdo em Dimetilsulféxido (DMSO) (5 mM). A cianidina-3-glucésido foi
conservada no escuro sob atmosfera de nitrogénio a -80°C.

O acido protocatecuico (etil-3,4-dihidrobenzoato) (AP), assim como outros
reagentes nomeadamente, o dimetilsulfoxido (DMSO), o orto-ftaldeido, a N-etilmaleimida
(NEM), o 2,3-diaminonaftaleno (DAN), o brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-difenil-
tetrazolio (MTT), o diacetato de 2’,7’-diclorodihidrofluoresceina (DCFH,-DA), a L-butiona
S,R-sulfoximina (BSQ), o fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), as misturas de inibidores de
proteases e de inibidores de fosfatases, o ABTS (2,2’-azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-
6-sulfonico)) e o persulfato de potassio foram obtidos da Sigma-Aldrich Co.

Para a cultura celular, o meio de cultura Dulbecco’s Eagle’s modificado (DMEM), a
tripsina, o soro fetal bovino (FBS) e o tampao fosfato-salino (PBS) a pH 7,4 foram obtidos
de Gibco-Invitrogen.

A interleucina 1a (IL-1a), o fator de necrose tumoral a (TNF-a) e o interferdo y
(IFN-y), foram obtidos a Invitrogen (NY, USA).

A linha celular HT-29 (células de adenocarcinoma do célon humano) foi obtida da

European Collection of Cell Cultures (Porton Down, Salisbury, UK).
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2.2 - Avaliagao da Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante do acido protocatecuico e da cianidina-3-glucésido foi
avaliada espectrofotometricamente através da reducdo do radical ABTS e expressa em
percentagem de inibicdo. O poder antioxidante dos compostos foi comparado ao do
Trolox, tal como descrito anteriormente (Re et al. 1999).

O Trolox (acido 6-hydroxy-2,5,7,8-tetrametilcromano-2-carboxil), que é um
andlogo soluvel em agua da Vitamina E (a-tocoferol) foi usado como antioxidante de
referéncia.

Brevemente, o catido ABTS®' foi formado por reacdo do ABTS (7 mM) com o
persulfato de potassio (2,5 mM), no escuro, a temperatura ambiente pelo menos durante
16 horas antes de usar. O radical mantém-se estavel por mais de dois dias. Para o ensaio,
a solucdo de ABTS®" foi diluida em etanol de forma a obtermos uma absorvancia de cerca
de 0,70 (+0,02) a 734 nm.

O ensaio foi realizado diretamente na cuvete do espectrofotémetro e, a 1,0 mL de
solucdo de ABTS diluida adicionou-se, para uma concentracdo final, uma aliquota de
Trolox, 2.5, 5, 10 e 15 uM, acido protocatecuico, 5 uM, ou cianidina-3-glucdsido, 5 uM. A
reducdo do radical, que se traduz numa perda de cor e por conseguinte numa diminuicao
do valor de absorvancia, foi registada exatamente 1 min apds a mistura inicial, durante
um intervalo de tempo de 6 min (Re et al. 1999). Todas as determinacdes foram feitas
pelo menos em 3 ensaios diferentes, e em triplicado cada.

Para cada composto foi calculada a percentagem de inibicdo e no caso do Trolox,
foi construida uma curva padrao de forma a relacionar a percentagem de inibicdo com
concentragdes distintas de Trolox. No caso dos compostos em estudo a percentagem de

inibicdo foi relacionada com a concentracdo equivalente de Trolox (Re et al. 1999).

40



2.3 - Cultura Celular

As células foram cultivadas em frascos de cultura de 75 cm? em meio DMEM com
um suplemento de FBS 10%, penicilina 100 U/mL e streptomicina 100 pg/mL, numa
incubadora a 37°C, com uma press3o de CO, de 5%, e atmosfera hiimida até confluéncia
adequada.

Uma vez confluentes, as células foram semeadas em caixas onde se realizaram os
ensaios pretendidos. As células foram usadas entre a quarta e a vigésima passagem.

Quando as células se apresentavam com uma confluéncia de 80%, foi-lhes
colocado meio sem soro durante 24 horas, privando-as assim de suplemento para
crescimento. As células foram posteriormente tratadas de acordo com os varios objetivos
experimentais.

As Células HT-29 foram estimuladas com uma mistura de citocinas consistindo em
IL-1a 10 ng/mL, TNF-a 20 ng/mL e IFN-y 60 ng/mL. Cada citocina foi previamente diluida
em PBS com BSA a 1%, e depois adicionada as células quando conveniente. As células
foram pré incubadas com cianidina-3-glucésido ou acido protocatecuico por 1 hora antes
de expostas as citocinas e depois mantidas com o estimulo inflamatdério em intervalos de

tempo diferentes, dependendo do ensaio.

2.4 - Viabilidade Celular

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste do MTT que consiste na reducdo do
composto brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)2,5-difenil-tetrazolio (MTT) a formazana
pelas enzimas mitocondriais, e cuja formacdo é diretamente proporcional ao niumero de
células vivas.

Apds incubacdo por 24 horas com os compostos pretendidos, 8x10° células/pogo
foram lavadas com PBS e incubadas com MTT (0,5 mg/mL) durante 1 hora, a 37°C. De
seguida o meio foi removido e os cristais de formazana formados foram dissolvidos em
DMSO. A redugdo do MTT foi avaliada espectrofotometricamente a 530 nm num leitor de
placas Synergy HT. Os resultados foram expressos em valores percentuais usando como

base (100%) as células controlo, isto é, células ndo-tratadas.
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2.5 - Medida da Produgdo de Oxido Nitrico

A producdo de éxido nitrico (NO) pelas células intestinais foi determinada como
nitrito, quantificando-se o nitrito acumulado no sobrenadante da cultura de células, pela
medida de fluorescéncia do 1-(H)-naftotriazole formado na reacdao do nitrito com o
2,3-diaminonaftaleno (DAN) (Wright et al. 1997).

Resumidamente, no fim do tempo de incubacdo das células com os compostos, os
sobrenadantes das culturas celulares foram recolhidos e o nitrito foi avaliado. A um
volume de 200 pL de sobrenadante misturou-se 200 pL de solugdo DAN (0,025 mg/mL em
HCI 0,62 M), e manteve-se no escuro a temperatura ambiente durante 10 minutos. Apds
esse tempo, a reacdo foi interrompida com 100 uL de NaOH 3 M.

A fluorescéncia foi lida num espectrofluorimetro Jasco FP-6200, a um
comprimento de onda de excitagdao de 365 nm e de emissdao de 405 nm. Uma curva
padrao foi realizada com concentra¢des conhecidas de nitrito de sddio.

A quantidade de nitrito foi depois expressa em nmol de nitrito por mg de proteina,
sendo a quantidade de proteina celular quantificada pelo ensaio colorimétrico de
Bradford, recorrendo a um conjunto de reagentes da Bio-Rad (Bio-Rad USA) e usando

albumina de soro bovino como padrao.

2.6 - Quantificagao intracelular de Glutatido

Os niveis intracelulares de glutatido reduzido (GSH) e de glutatido oxidado (GSSG)
foram determinados por ensaio fluorométrico como previamente descrito (Hissin and Hilf
1976).

De forma sucinta, as células, depois de removido o meio de cultura, foram
raspadas com tampdo fosfato de sdédio 100 nM contendo EDTA 5 mM, a pH 8,0.
Posteriormente foi adicionado acido perclérico 0,6 M as amostras, misturando-se bem e
deixando repousar durante 20 minutos em gelo. As amostras foram depois centrifugadas

a 14000 rpm a 4°C durante 10 minutos.
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Para a determinacgdo dos valores de glutatido reduzido, uma aliquota de 100 uL de
sobrenadante foi incubada com 100 pL de orto-ftaldeido (0,1% m/v em metanol) e 1,8 mL
de Na,HPO,4100 mM, pH 8 durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Para a determinagado de glutatido oxidado o sobrenadante foi previamente tratado
com N-etilmaleimida (NEM) durante 30 min e depois incubado com orto-ftaldeido em
NaOH 100 mM. A intensidade de fluorescéncia foi depois lida num leitor de placas
Synergy HT a comprimentos de onda de excitacdo e de emissdo de 350 nm e 420 nm,
respetivamente.

O conteudo celular de glutatido reduzido e de glutatido oxidado foi calculado por
interpolagao em curvas de calibragdao de GSH e GSSG e expresso em nmol de GSH e GSSG

por mg de proteina celular previamente avaliada como referido anteriormente.

2.7 - Avaliagao Intracelular de Espécies Reativas de Oxigénio

A produgdo de espécies reativas de oxigénio foi determinada usando o diacetato
de 2’,7'-diclorodihidrofluoresceina (DCFH,-DA), uma sonda nao-fluorescente que
atravessa a membrana celular e pode ser oxidada por espécies reativas de oxigénio
formando o fluoréforo 2’,7'-diclorofluoresceina (DCF), como previamente descrito
(Halliwell and Whiteman 2004).

Brevemente, 20 minutos antes do fim de cada tempo de incubacdo, as células
foram incubadas com DCFH,-DA 5 uM preparado em DMSO. Apds isso, o meio de cultura
foi removido, e as células foram lavadas 2 vezes com PBS, e mantidas no tampao durante
as leituras de intensidade de fluorescéncia. As medi¢des foram feitas num leitor de placas
Synergy HT (Bio-Tek Instruments) com comprimentos de onda de excitagao e de emissao
de 485 nm e 530 nm, respetivamente. Os resultados foram expressos em intensidade de
fluorescéncia por mg de proteina. A quantidade de proteina celular foi quantificada como
referido anteriormente.

Foram igualmente recolhidas imagens das células sujeitas aos ensaios e

visualizadas num microscépio invertido de fluorescéncia Axiovert 40CFL.
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2.8 - Analise Estatistica

Todos os dados foram expressos como o valor médio + SEM de pelo menos 3
ensaios independentes, cada um em duplicado. Diferencas entre grupos foram analisados
por uma via ANOVA ou por Student’s test. Um valor de p abaixo de 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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Capitulo 3: Resultados e Discussao

Embora a etiologia das doengas inflamatdrias crdnicas ainda ndo tenha sido
totalmente esclarecida, varios estudos sugerem que fatores tanto genéticos, como
ambientais, microbidticos ou imunolégicos podem estar envolvidos na patogénese destas
doengas (Bruewer et al. 2006, Atreya and Neurath 2010, Frontela et al. 2010, Mandalari
et al. 2011).

Tal como em outras doencas inflamatdrias, as doencas inflamatérias crénicas
intestinais estdo caracterizadas por uma desregulagdo na sintese e libertagao de vdarios
mediadores proé-inflamatdrios, como citocinas, espécies reativas de oxigénio (ROS) e
6xido nitrico (*NO), resultando numa disrup¢do da barreira epitelial e danos excessivos
nos tecidos (Panaro et al. 2001, Neuman 2007).

Tem sido bastante estudada nos ultimos anos a importancia das antocianinas e de
outros polifendis na prevencdo e tratamento de doencas inflamatdrias crénicas (Paixao et
al. 2011, Paixao et al. 2012, Serra et al. 2013).

E do conhecimento geral que os efeitos na saide dos polifensis dependem da
guantidade ingerida e da biodisponibilidade do polifenol no organismo, que difere
bastante entre os varios polifendis (Manach et al. 2004).

As antocianinas sdo um tipo de polifendis abundantes na dieta humana. A sua
biodisponibilidade apresenta-se bastante baixa, mas estudos confirmam que podem
atingir grandes concentra¢cdes no trato gastrointestinal. Sabe-se que estes compostos
podem existir com diferentes formas moleculares no organismo, num equilibrio dinamico,
o0 que impede que as técnicas atualmente usadas determinem com a maior precisdo a
verdadeira biodisponibilidade destes compostos (McGhie and Walton 2007).

Varios estudos confirmam o grande poder anti-inflamatério e antioxidante dos
polifendis, e os beneficios que os polifendis em geral e particularmente as antocianinas
podem ter na prevencgao de varias doencas (Galvano et al. 2004).

Estas descobertas tornam as antocianinas, e os seus metabolitos, bons alvos de
estudo para prevencado e tratamento de inflamagdao em casos de doencas inflamatodrias
cronicas. Uma das antocianinas mais abundante na natureza, e por isso aquela que mais

tem sido estudada, é a cianidina-3-glucdsido (C3G) (Serra et al. 2013).
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Da metabolizacdo da cianidina-3-glucdsido no intestino, sabe-se que resultam
varios metabolitos, sendo o acido protocatecuico (AP) aquele que apresenta maiores
niveis de concentracdo no trato gastrointestinal (Vitaglione et al. 2007), podendo ser este
o principal causador dos efeitos anti-inflamatdrios observados no intestino, resultantes
do consumo de antocianinas.

Este estudo foi entdo realizado com o objetivo de comparar os potenciais efeitos
protetores da cianidina-3-glucdsido com os do acido protocatecuico em células intestinais
(HT-29) sujeitas a um estimulo pro-inflamatério. Uma combinagdo de citocinas contendo
IL-1a, TNF-a, e IFN-y foi selecionada como estimulo pro-inflamatério, pois sabe-se que
estas citocinas sdo prontamente libertadas por tecidos danificados ou infe¢cdes e sao
eficientes como indutores de expressio de diferentes genes pro-inflamatérios,

dependendo do tipo de células (Nathan 1992, Kolios et al. 1995, Kolios et al. 2006).
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3.1 - O Acido Protocatecuico apresenta menor capacidade antioxidante que a
Cianidina-3-glucosido

Nas ultimas décadas, bastantes estudos foram realizados com o objetivo de
mostrar a atividade antioxidante dos compostos fendlicos. A principal causa desta
atividade é a sua capacidade quelante de metais e de agente redutor.

Os fendis possuem grupos hidroxilo e carboxilo, que tém a capacidade de ligar
metais, particularmente ferro e cobre (Bors et al. 1990). Especula-se que os fendis podem
inativar ides metalicos por quelatagdao e assim suprimir a reacdo de Fenton, que é uma
das mais importantes fontes de espécies reativas de oxigénio (ROS).

A deficiéncia natural de eletrdes das antocianinas faz com que estes compostos
sejam particularmente reativos. O seu potencial antioxidante é modelado pelas suas
diferentes estruturas quimicas, pela posicdao dos grupos hidroxilo e carboxilo nos anéis
aromaticos e pelas diferencas de pH e de temperatura em que se encontram, tal como
referido na introducdo. Assim, a capacidade das antocianinas de aceitar eletrdes
desemparelhados de radicais livres é bastante diversificada apresentando um elevado
poder antioxidante (Wang et al. 1997).

Com base nestes conhecimentos da atividade antioxidante dos compostos
fendlicos e das antocianinas, em particular, iniciou-se o nosso estudo com um método
simples in vitro sem uso de células, onde se pudesse comparar a atividade antioxidante
do acido protocatecuico e da cianidina-3-glucdsido.

O método usado foi o descrito por Pellegrini (1999), que é um método screening
de atividade antioxidante aplicavel a uma gama grande de compostos incluindo os
compostos fendlicos, e que pode ser expressa em termos de capacidade antioxidante
equivalente a Trolox (TEAC) (Re et al. 1999).

O ensaio foi realizado como descrito em materiais e métodos e a figura 9
representa a sobreposicdo dos registos tipicos de absorvancia a 734 nm ao longo do
tempo.

O registo controlo diz respeito a absorvancia do radical ABTS®". Como se verifica
pela pequena variacdo da absorvancia ao longo do tempo, trata-se de um radical

relativamente estavel.
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Figura 9. Avaliagdo do Poder Antioxidante total por redugéo do radical ABTS®*. Ensaio tipico de demonstragio da
medida de absorvdncia a 734 nm ao longo do tempo, do radical ABTS®* (controlo), ou do efeito na absorvéncia do
radical apds adigcdo de Trolox 5 uM, AP 5uM e C3G 5 uM.

Quando a solucdo do radical ABTS®" se adiciona um composto com potencial
antioxidante, hd uma diminuicdo do valor de absorvancia que traduz a capacidade de
reducdo do radical (descoloracdo).

Pela analise da figura 9 verifica-se que tanto o acido protocatecuico como a
cianidina-3-glucésido tém potencial antioxidante e dado que os registos apresentados
dizem respeito a concentracdes idénticas, pode afirmar-se que o acido protocatecuico
tem um potencial antioxidante semelhante ao do Trolox e que a cianidina-3-glucdsido
apresenta um maior potencial antioxidante, uma vez que neste Ultimo caso houve uma
diminui¢cdo mais drastica da absorvancia.

Para uma comparacao mais objetiva da capacidade antioxidante dos 2 compostos,
foi usado o Trolox como composto antioxidante de referéncia. Para tal, come¢amos por
usar concentracdes diferentes de Trolox (2.5, 5, 10 e 15 pM) e avaliar para cada
concentracdo a percentagem de inibicdo da absorvancia da solu¢do de ABTS®" a 734 nm.

A figura 10 representa a curva padrao de Trolox e os 2 pontos fora da curva dizem
respeito ao resultado obtido com AP 5 uM (m) e com C3G 5 uM (A).

O 4cido protocatecuico apresenta uma percentagem de inibicdo semelhante a do
Trolox, como alias ja tinha sido constatado, mas ainda assim superior. Pela interpolacao
na reta, pode-se afirmar que a inibicdo observada com 5 uM de AP é equivalente a

inibicdo observada com uma concentracdo de Trolox de 6,14 uM.
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Figura 10. Efeito antioxidante avaliado pela inibicdo do ABTS®". O efeito antioxidante foi determinado pela redugéo do
radical ABTS®*. (e) Efeito do Trolox nas concentragbes de 2.5, 5, 10 e 15 uM, (m) do dcido protocatecuico na
concentracdo de 5 uM e da (A) cianidina-3-glucdsido na concentragio de 5 uM na redugdo do radical ABTS®*. Os
resultados representam o valor médio de pelo menos 3 determinagdes independentes. Valores de SEM foram
determinados, mas devido ao tamanho dos simbolos no grdfico, ndo é possivel visualizar.

A cianidina-3-glucdsido apresenta um poder antioxidante bastante superior quer
ao Trolox quer ao AP, apresentando-se cerca de 2,4 vezes mais potente que o Trolox, uma
vez que a percentagem de inibicdo obtida com 5 uM de cianidina-3-glucdsido é
equivalente a inibicdo observada com uma concentracdo de Trolox de 13,1 uM.

Comparando a cianidina-3-glucésido e o acido protocatecuico, a C3G apresenta-se
2,14 vezes mais potente que o acido protocatecuico.

Com base nestes resultados pode afirmar-se que o acido protocatecuico tem um
elevado poder antioxidante, idéntico ao do Trolox, mas bastante inferior ao da
cianidina-3-glucésido, o que nos leva a concluir que a antocianina seja mais eficiente

como composto antioxidante do que o seu metabolito.
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3.2 - O acido protocatecuico nao apresenta toxicidade em células HT-29

Como as células epiteliais desempenham um papel importante na inflamagao
intestinal, para este estudo foi usado como modelo celular para a realizacdo dos ensaios,
a linha celular HT-29. Esta é uma linha de células epiteliais isoladas a partir de
adenocarcinoma do célon humano que possuem a capacidade de expressar diferentes
fungdes caracteristicas de células intestinais maduras. Estas células, quando estimuladas
com citocinas pro-inflamatdrias, podem servir como modelo de inflamagdo intestinal
(Kolios et al. 1995).

Em qualquer estudo em que se use compostos com potenciais efeitos benéficos
para o organismo, é importante avaliar o seu efeito na viabilidade celular, a fim de
determinar se o composto possui um efeito protetor ou se compromete a viabilidade das
células em que se pretende aplicar o composto.

De forma a verificar a toxicidade do acido protocatecuico nas células HT-29, as
células foram incubadas com varias concentra¢des de acido protocatecuico (5, 10, 17.5 e

25 uM) durante 24 horas. De seguida, a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de

MTT, tal como foi explicado na sec¢do anterior (figura 11).
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Figura 11. Efeito do dcido protocatecuico na viabilidade de células HT-29. Células HT-29 foram incubadas durante 24
horas com diferentes concentragées de AP (5 a 25 uM). A viabilidade celular foi determinada por redugdo do MTT e
analisada como percentagem das células controlo (sem compostos). Os valores sGo média + SEM de pelo menos trés
diferentes experiéncias, cada uma em duplicado.
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Da analise dos resultados conclui-se que na gama de concentragdes utilizadas no
estudo, o acido protocatecuico ndao apresenta toxicidade para as células durante as 24
horas testadas (figura 11), estando portanto a viabilidade celular garantida.

De seguida verificou-se se a mistura de citocinas a usar como estimulo proé-
inflamatdrio induziria ou ndo perda de viabilidade celular, e qual seria o efeito da pré-
incubacdo das células com o 4cido protocatecuico antes da indu¢do do processo
inflamatdrio pela mistura de citocinas. As condic¢des iniciais de incubacdo sdo idénticas,
tendo sido as células incubadas com as mesmas concentracdes de AP usadas
anteriormente.

Assim, uma hora apds a incubagao com o acido protocatecuico, as células foram
sujeitas ao estimulo pelas citocinas, tendo-se mantido depois o periodo de incubacdo por

24 horas. A viabilidade foi avaliada da mesma forma, pelo ensaio de MTT (figura 12).
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Figura 12. Efeito do dcido protocatecuico na viabilidade de células HT-29 submetidas a estimulo inflamatdério. Células
HT-29 foram incubadas com diferentes concentragbes de AP (5 a 25 uM). Apés uma hora foram sujeitas a uma mistura
de citocinas onde se mantiveram durante 24h. A viabilidade celular foi determinada por redugdo do MTT e expresso em
percentagem das células controlo (sem compostos). Os valores sGo média + SEM de pelo menos trés experiéncias
diferentes, cada uma em duplicado. “p<0.001 vs Controlo.
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Tal como esta evidenciado na figura 12, pode-se verificar que as citocinas sdo
toéxicas para as células HT-29, induzindo uma perda de viabilidade celular de cerca de
58%.

Nos ensaios realizados com células pré-incubadas com concentragdes diversas de AP,
antes do estimulo inflamatério, a viabilidade celular apresenta-se semelhante ao controlo
positivo, isto é, células incubadas apenas com o estimulo pro-inflamatério.

Em conclusdo o acido protocatecuico ndo protegeu as células HT-29 da toxicidade
induzida pela mistura de citocinas, mesmo na concentragdao mais elevada.

J& foi previamente descrito que, nas mesmas condicbes do nosso estudo, a
cianidina-3-glucdsido ndo apresenta toxicidade para as células HT-29 nas concentragdes
de 12.5, 25 e 50 puM. Nesse mesmo estudo, também foi realizado um ensaio para se
observar se ocorreria protecdo das células perante o estimulo pro-inflamatério pela
mistura de citocinas mostrando que a viabilidade celular foi comprometida a
aproximadamente 50% com o estimulo pro-inflamatdrio (Serra et al. 2013).

Com os resultados do estudo realizado com a cianidina-3-glucésido ja descrito,
podemos comparar os dois compostos, e tanto o acido protocatecuico como a
cianidina-3-glucdsido apresentam resultados semelhantes na viabilidade celular.

Ambos os compostos ndo sdo toxicos para as células HT-29, no entanto também
ndao as protegem quando as células foram posteriormente incubadas com o estimulo

pro-inflamatario.
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3.3 - O Acido protocatecuico contrariamente a cianidina-3-glucésido apresenta-se
pouco eficaz na inibicao da producao de NO

0 Oxido nitrico (NO) é um radical livre produzido a partir do aminodcido L-arginina
pela agdo da enzima éxido nitrico sintase (NOS). Este € um mediador molecular de varios
processos fisiolégicos, incluindo vasodilatacdo, inflamacdo, imunidade e neuro
transmissdo. E também bastante importante na manutencdo e regulagio da
permeabilidade microvascular e epitelial (Kolios et al. 1995).

Grandes quantidades de NO podem no entanto destruir tecidos e alterar respostas
celulares. A producdo excessiva de citocinas aquando do processo inflamatdrio, pode
levar a inducdo da expressao de iNOS, e consequentemente a producdo excessiva de NO
(Beckman et al. 1990).

Compostos capazes de bloquear a producdo de NO pela supressao da inducdo de
iNOS sdo bastante interessantes como agentes anti-inflamatérios. Por este motivo, é de
todo o interesse estudar qual o efeito do acido protocatecuico na inducdo da expressao
de iNOS.

Para investigar se o acido protocatecuico realiza esse efeito de inibicio da
producdo de NO, as células HT-29 foram pré-incubadas durante uma hora com varias
concentracgdes de AP (5, 10, 17.5 e 25 uM), e posteriormente estimuladas com a mistura
de citocinas mencionada anteriormente. Os niveis de NO foram depois determinados no
sobrenadante das células por ensaio fluorométrico com base na reag¢ao do nitrito com o
2,3-diaminonapftaleno (DAN), como foi explicado no capitulo anterior.

Da analise dos resultados obtidos e representados na figura 13, pode concluir-se
gue as citocinas levam a uma producdo significativa de NO pelas células e que esta
producao, embora menor na presenca do acido protocatecuico, ndo é significativamente

diferente.
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Figura 13. Efeito do AP nos niveis extracelulares de nitrito induzida por citocinas em células HT-29. As células foram
pré-incubadas com 5, 10, 17,5 e 25 uM de AP e depois tratadas com citocinas durante 24 horas. A produg¢do pelas
células foi determinada por ensaio fluorométrico com base na reagdo do nitrito com DAN, como descrito anteriormente.
Os valores representados correspondem a média + SEM de pelo menos trés experiéncias diferentes, cada uma em
duplicado. ***<P,0.001 vs Controlo.

Estudos prévios realizados no laboratério demonstraram uma protecdo
significativa das células quando pré-incubadas com cianidina-3-glucésido e
posteriormente estimuladas com a mistura de citocinas (Serra et al. 2013).

Com base nesses resultados, foram efetuados ensaios de forma a comparar o
efeito do acido protocatecuico e da cianidina-3-glucdsido nos niveis de NO, usando uma
concentracdo de 25 uM de AP e de 25 uM de C3G.

A figura 14 representa os resultados do estudo comparativo do acido
protocatecuico e da cianidina-3-glucésido na producdao de déxido nitrico, induzida pela
mistura de citocinas.

De facto, a pré-incubacao das células com cianidina-3-glucésido leva a uma
redugao significativa do NO produzido pelas células, na ordem dos 56%, enquanto que
nas células pré-incubadas com o acido protocatecuico, embora se verifique também uma

reducdo nos niveis de NO produzido pelas células, essa reducao nado é significativa.
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Figura 14. Comparagdo do efeito do dcido protocatecuico e da cianidina-3-glucésido nos niveis extracelulares de
nitrito induzida por citocinas em células HT-29. As células foram pré-incubadas com 25 uM de AP e 25 uM de C3G e
depois tratadas com citocinas por 24 horas. A produgdo de nitrito pelas células foi determinada por ensaio fluorométrico
com base na reagdo do nitrito com DAN, como descrito anteriormente. As barras representam o valor médio + SEM de
pelo menos trés experiéncias diferentes, cada uma em duplicado. W<P,0. 001 vs Controlo, ™ P<0.001 vs Citocinas.

Um aumento na producdo de NO é observado no desenvolvimento de vdrias
doencas inflamatdrias, e deve-se provavelmente a um aumento na expressao de iNOS
aquando de uma producdo excessiva de citocinas pro-inflamatérias (Li and Verma 2002,
Keklikoglu et al. 2008).

Em pacientes com inflamacgao intestinal crénica é frequentemente observada uma
regulacdo anormal da via do fator nuclear kB (NF-kB), sendo que a ativacdo desta via é
talvez um dos principais promotores da expressao de varios fatores pro-inflamatdrios
observados, como é o caso da expressdo de iNOS (Lin and Lin 1997, Li and Verma 2002,
Atreya et al. 2008).

O efeito observado com a cianidina-3-glucésido podia ser atribuido a inibicao do
NF-kB. De facto, varios estudos com outros compostos polifendlicos demonstraram que
estes reduzem a expressao do mRNA da iNOS através da prevencdo da ligacdo do NF-kB
ao promotor da iNOS, e assim inibirem a inducdo da transcricdo da iNOS (Keklikoglu et al.

2008).
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Também em estudos realizados no laboratério com a cianidina-3-glucdsido
mostraram que ocorre uma redugdo significativa dos niveis de nitrito de cerca de 75%,
mostrando assim que este composto foi capaz de inibir a producdo de NO, diminuindo a
expressao de iNOS. No estudo é efetuada uma comparagdo entre a cianidina-3-glucdsido
e o 4acido 5-aminossalicilico (5-ASA), que é um potente agente terapéutico anti-
inflamatdrio, mostrando que o composto polifendlico atua de forma semelhante ao

5-ASA, numa concentragao 20 vezes inferior (Serra et al. 2013).
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3.4 - Efeito do Acido Protocatecuico e da Cianidina-3-glucésido nos niveis
intracelulares de Glutatiao

Sabe-se que durante o processo inflamatdrio ocorre a formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), sendo um dos principais sinais de inflama¢dao, e sdo
responsaveis por grande parte dos danos nos tecidos e aumento da permeabilidade
epitelial (Xavier and Podolsky 2007).

O glutatido é uma molécula ndo proteica que possui um grupo -SH bastante
importante na protec¢dao das células contra danos oxidativos por espécies reativas de
oxigénio geradas durante o metabolismo celular normal, sendo um dos mais importantes
antioxidantes enddgenos produzidos pelas células. O glutatido também funciona como
um substrato importante em rea¢des enzimdaticas de desintoxicacdo (Griffith 1999).

O glutatido reduzido (GSH) pode ser facilmente oxidado (GSSG), e a razdo das duas
formas é crucial para a caracterizacao do stress oxidativo nas células (Masella et al. 2005).

Para além das funcdes ja mencionadas, o glutatido reduzido desempenha um
papel importante nas células epiteliais intestinais, pois a adequada concentra¢dao de GSH
€ necessdria para que ocorra a proliferacdo celular, sendo o estado redox (avaliado pela
razdo de GSH/GSSG) das células epiteliais intestinais bastante importante no controlo do
crescimento intestinal (Aw 2003).

A fim de avaliar o efeito dos nossos compostos no estado redox das células HT-29,
realizaram-se ensaios em que as células foram previamente incubadas com o acido
protocatecuico e a cianidina-3-glucdsido e depois submetidas ao estimulo inflamatério.

No entanto, comecamos por fazer um estudo cinético do efeito das citocinas nos
niveis de glutatidao reduzido. As células foram estimuladas com a mistura de citocinas
durante 1, 2, 4, 6, 16 e 24 horas, e os niveis de glutatido reduzido determinados no fim de
cada tempo. O glutatido reduzido foi calculado por um método fluorométrico descrito por
Hissin e Hilf (1976), que usa o orto-ftaldeido (OPT) como reagente fluorescente, tirando

vantagem da reagdo do GSH com OPT a pH 8 como descrito em Materiais e Métodos.
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Os resultados obtidos estdo representados no grafico da figura 15, onde se
observa que, as citocinas levam a uma diminuicao dos niveis intracelulares de glutatidao
reduzido. Esta diminuicdo no entanto, ndo ocorre de forma imediata mas apenas
apresenta significado estatistico ao fim de 16 horas, sendo mais evidente ao fim de 24

horas.
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Figura 15. Estudo cinético dos niveis de glutatidio reduzido com HT-29 apds estimulo com citocinas. As células foram
sujeitas a um tratamento com citocinas, que estimula um efeito de inflamagdo cronica, durante diferentes intervalos de
tempo (1, 2, 4, 6, 16 e 24 horas). Os niveis de GSH foram determinados por um método fluorométrico, usando OPT como
reagente fluorescente. As barras representam o valor médio + SEM de pelo menos trés experiéncias diferentes, cada
uma em duplicado. **P<0.01, ***P<0.001 vs Controlo.

Fomos ent3do de seguida ver se o acido protocatecuico e a cianidina-3-glucdsido
protegiam as células do estimulo inflamatério e impediam a diminuicdo dos niveis
intracelulares de glutatido reduzido.

Para isso, as células HT-29 foram pré-incubadas com 25 uM de AP e 25 uM de
C3G, e estimuladas com a mistura de citocinas apds uma hora. Os niveis de GSH foram

determinados apds 24 horas do inicio do estimulo pro-inflamatério.

58



Com os resultados obtidos, construimos o grafico da figura 16 e constatamos que
os niveis de glutatido reduzido nao se alteraram com a pré-incubacao das células com o
acido protocatecuico ou a cianidina-3-glucésido, o que sugere que os compostos nao
protegeram as células do estimulo pro-inflamatério estabilizando os niveis de GSH, ao
contrdrio do que seria de esperar. Também sé por si, isto é, em células s6 incubadas com
o dacido protocatecuico ou a cianidina-3-glucésido ndao houve qualquer alteragdo dos
niveis de glutatiao reduzido.

Estes resultados levaram-nos a questionar o que aconteceria ao glutatido total
intracelular, pois se ocorreu uma diminuicdo dos niveis de glutatido reduzido, talvez os

niveis de glutatidao oxidado aumentassem.
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Figura 16. Comparagéo do efeito de dcido protocatecuico e de cianidina-3-glucose nos niveis de glutatido reduzido em
células HT-29 estimuladas ou ndo com citocinas. As células HT-29 foram estimuladas ou ndo com uma mistura de
citocinas, tendo sido pré-incubadas uma hora antes com 25 uM de AP e 25 uM de C3G. Os niveis de GSH foram
determinados por um método fluorométrico, usando OPT como reagente fluorescente. As barras representam o valor
médio + SEM de pelo menos trés experiéncias diferentes, cada uma em duplicado. ""P<0.001 vs Controlo.

Verificaram-se, entdo, os niveis intracelulares de glutatido oxidado nas amostras.
Os valores de GSSG foram determinados pelo mesmo método fluorométrico descrito
anteriormente, com a diferenca de que para obtencdo dos valores de GSSG, as amostras

sdo pré-tratadas durante 30 minutos com N-etilmaleimida (NEM) para prevenir
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interferéncias do GSH com o GSSG aquando da leitura dos valores, e os valores sdo depois
determinados a pH 12.

Tal como apresentado na figura 17, as citocinas ndo induziram a oxidacdo do
glutatido, pois se isso ocorresse, com a diminuicdo dos niveis de GSH, ocorreria o
aumento dos niveis de GSSG. No entanto, verificou-se uma deplecdo nos niveis de
glutatido oxidado, tal como se tinha verificado com o glutatido reduzido.

Também neste caso a pré-incubacdo das células com dacido protocatecuico e
cianidina-3-glucdsido ndo contrariou o efeito das citocinas, ndo se observando igualmente
protecdo pelos compostos, assim como sé por si também nao interferiram nos niveis de

glutatido oxidado.
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Figura 17. Comparagéo do efeito de AP e de C3G nos niveis de GSSG em células HT-29 estimuladas com citocinas. As
células HT-29 foram estimuladas com uma mistura de citocinas durante 24 horas, tendo sido pré-incubadas uma hora
antes com 25 uM de AP e 25 uM de C3G. Os niveis de GSSG foram determinados por um método fluorométrico, usando
OPT como reagente fluorescente. Os valores sdo o valor médio + SEM de pelo menos trés experiéncias diferentes, cada
uma em duplicado. ""P<0.001 vs Controlo.
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Para confirmar este resultado, determinamos a razdo GSH/GSSG, que é um bom
marcador do stress oxidativo celular e no nosso caso, conforme evidenciado na figura 18,
a razdo glutatido reduzido/glutatido oxidado aumenta nas células que foram sujeitas ao
estimulo pro-inflamatdrio. Este resultado levou-nos a pensar que as citocinas
provavelmente ndo oxidam o glutatido mas talvez inibam a sua sintese, o que justificaria a
diminuicdo dos niveis de GSH e GSSG nas células, tal como é observado nos resultados

apresentados na figura 16 e 17.
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Figura 18. Relagdo entre os niveis de GSH e GSSG obtidos nos ensaios de comparagdo do efeito de AP e de C3G em
células HT-29 estimuladas ou ndo com citocinas. Os valores foram obtidos pela divisdo individual dos niveis de GSH e
GSSG obtidos nos ensaios anteriores da figura 7 e 8. Os valores séo o valor médio + SEM de pelo menos trés experiéncias
diferentes, em duplicado cada uma. *P<0.05 vs Controlo.

Para validar esta hipdtese de inibicdo da sintese de glutatido, incubaram-se as
células com concentragbes diferentes de L-Butiona-S, R-sulfoximina (BSO). A BSO é um
inibidor especifico da y-glutamilcisteinil ligase, sendo esta uma enzima limitante na
sintese de novo do GSH, que consequentemente diminui os niveis de glutatido reduzido
em varios tecidos (Drew and Miners 1984).

As células HT-29 foram entdo incubadas com vdrias concentracdes de BSO (100,
250, 500 e 1000 uM) durante 24 horas, e os niveis de glutatido oxidado e reduzido foram

avaliados.
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Na presenca de BSO, o nivel intracelular de glutatido diminui como seria de
esperar, observando-se uma diminui¢ao tanto nos niveis de GSH como de GSSG (figura
19). Este efeito é idéntico ao observado quando submetemos as células ao estimulo

pro-inflamatdério da mistura de citocinas.
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Figura 19. Efeito de vdrias concentra¢ées de BSO nos niveis intracelulares de Glutatido em células HT-29. As células
foram incubadas com vdrias concentragdes de BSO (100, 250, 500 E 1000 uM) durante 24 horas. Os niveis de GSH e de
GSSG foram determinados por um método fluorométrico, usando OPT como reagente fluorescente. As barras sdo o valor
médio + SEM de pelo menos trés experiéncias diferentes, cada uma em duplicado. *P<0.05 vs Controlo branco " P<0.001
vs Controlo cinza.

Ja se encontra descrito que a inibicao da sintese de glutatido pode ocorrer de
varias formas, sendo que a principal forma de inibicdo é através de alteracdes na enzima
y-glutamilcisteinil ligase (GCL) pois é uma enzima limitante na sintese de novo de GSH
(Calvin et al. 1986, Manderscheid and Wild 1986, Anderson 1998).

As citocinas parecem ter um efeito idéntico a BSO, isto &, provavelmente inibem a
sintese de glutatido e, nem o acido protocatecuico nem a cianidina-3-glucésido revertem
esse efeito.

Existem ja estudos relativos ao efeito do &acido protocatecuico, da

cianidina-3-glucésido e de outros compostos polifendlicos nos niveis intracelulares de
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GSH. Por exemplo, Liu e Wang (2002) mostraram que a ingestdo de acido protocatecuico
por ratos fez diminuir o stress oxidativo repondo os niveis de glutatido reduzido aquando
da inducdo de um efeito de hepatoxicidade por tert-butilhidroperdxido (t-BHP), um
andlogo de hidroperdxidos lipidicos, que levou a uma grande deple¢dao dos niveis de
glutatido reduzido no figado (Liu et al. 2002).

Zhu e Jia (2012) conseguiram provar que a cianidina-3-glucésido ativa um
mecanismo de defesa antioxidante contra a producdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio, através da ativacdao da sintese de glutatido reduzido em células de hepatoma.
Ocorreu assim um aumento do conteddo intracelular total de glutatido, e
consequentemente uma diminuicdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio e do
stress oxidativo (Zhu et al. 2012).

De uma forma geral, os compostos polifendlicos ja se encontram bastante bem
descritos como capazes de aumentar os niveis intracelulares de glutatido reduzido, e
consequentemente diminuirem a peroxidacdo lipidica com a diminuicdo do stress

oxidativo (Masella et al. 2005, Rahman et al. 2006).
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3.5 - O acido protocatecuico tal como a cianidina-3-glucésido inibe a formagao de
espécies reativas de oxigénio intracelulares induzidas apos incubagao das células
com a mistura de citocinas

Uma das caracteristicas da inflamagao crénica é o aumento de espécies reativas
de oxigénio nas células, aumentando assim o seu stress oxidativo. Os polifendis sdo
conhecidos pela sua capacidade antioxidante, ou seja, capacidade de prevenir ou diminuir
o stress oxidativo.

Neste sentido, decidimos avaliar os niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS)
nas células, e observar se as citocinas induziam a formagdo de ROS.

Para avaliarmos os niveis de ROS nas células, foi usado um ensaio usando o
fluoréforo diclorofluoresceina (DCF), que se forma devido a oxidacdo da molécula polar
ndo fluorescente diacetato de 2’,7'-diclorodihidrofluoresceina (DCFH,-DA).

A DCFH,-DA atravessa a membrana celular, e uma vez dentro das células, as
esterases intracelulares clivam a parte diacetato formando DCFH, que se distribui pelo
citosol podendo ser oxidado a DCF por uma variedade de espécies reativas (Murrant and
Reid 2001). A extensdo da oxidacdo do composto é indicada pelo aumento da
fluorescéncia de DCF, que é um indicio da formacao de espécies oxidantes.

Comegamos por observar o efeito das citocinas nos niveis de ROS nas células
HT-29, ao fim de 16 e 24 horas. Tal como se observa na figura 20, ocorreu formagao de
espécies reativas de oxigénio tanto as 16 horas como 24h, verificando-se uma intensidade
de fluorescéncia superior as 24 horas.

Os resultados demonstram assim um aumento de espécies reativas intracelulares
apos o estimulo pro-inflamatério, sugerindo que ocorreu stress oxidativo celular.

De seguida, fomos verificar se o acido protocatecuico e a cianidina-3-glucdsido
teriam capacidade para impedir a producdo de espécies reativas de oxigénio pelas células
guando submetidas ao estimulo pro-inflamatério.

Procedeu-se entdo a pré incubacdo das células com acido protocatecuico e
cianidina-3-glucésido por uma hora, antes do estimulo com as citocinas, deixando-se

incubar depois por 24 horas (figura 21).
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Figura 20. Produgdo de espécies reativas de oxigénio em células HT-29 induzida pela mistura de citocinas. As células
HT-29 foram incubadas com a mistura de citocinas durante intervalos de tempo diferentes (16 e 24 horas). Os niveis de
ROS intracelulares foram determinados pela oxidagdo de DCFDA em termos de intensidade de fluorescéncia devido a
presenga de DCF. Os resultados sdo expressos em intensidade de fluorescéncia por miligrama de proteina. Os resultados
sdo o valor médio + SEM de pelo menos trés experiéncias diferentes, cada uma em duplicado. *xP<0.01, "*p<0.001 vs
Controlo.
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Figura 21. Comparagéo do efeito de AP e de C3G nos niveis de produg¢do de ROS em células HT-29 estimuladas com
citocinas. As células HT-29 foram incubadas com a mistura de citocinas durante 24 horas, tendo sido pré-incubadas por
uma hora com 25 uM de AP e C3G. Os niveis de ROS intracelulares foram determinados pela oxidagdo de DCFDA em
termos de intensidade de fluorescéncia devido a presenga de DCF. Os resultados sGo expressos em intensidade de
fluorescéncia por miligrama de proteina. Os valores séo o valor médio + SEM de pelo menos trés experiéncias diferentes,
cada uma em duplicado. "p<0.001 vs Controlo.
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Os resultados obtidos e apresentados na figura 21 mostram a medida de
intensidade de fluorescéncia, tal como realizado no ensaio anterior. Os valores com a
pré-incubacao das células com acido protocatecuico e cianidina-3-glucésido apresentam-
se menores relativamente ao controlo positivo, apenas incubado com as citocinas, no
entanto ndo sao estatisticamente significativos.

Estes resultados vao contra o esperado, pois os compostos usados apresentam
poder antioxidante como ja foi demonstrado anteriormente no ensaio in vitro realizado
com o ABTS.

Para confirmar os resultados e dado que a sonda utilizada entra na célula e uma
vez oxidada é fluorescente, fomos observar as células ao microscdpio de fluorescéncia.

Nas imagens apresentadas na figura 22 pode observar-se que de facto ocorreu
uma diminui¢do da intensidade de fluorescéncia nas células pré-incubadas com os
compostos, antes do estimulo com a mistura de citocinas, em comparagdao com a imagem

recolhida das células que apenas foi incubada com as citocinas.

Figura 22. Imagens representativas das células HT-29 por miscroscopia de fluorescéncia. As células HT-29 foram
incubadas com a mistura de citocinas durante 24 horas, tendo sido pré-incubadas por uma hora com 25 uM de AP e
C3G. A verde observa-se o fluréforo DCF que é indicativo da existéncia de espécies reactivas de oxigénio. A — Células
HT-29 sem tratamento (controlo -); B — Células HT-29 com estimulo da mistura de citocinas (controlo +); C — Células
HT-29 pré-incubadas com AP por uma hora e posteriormente incubadas durante 24 horas com a mistura de
citocinas; D — Células HT-29 pré-incubadas com C3G por uma hora e posteriormente incubadas durante 24 horas
com a mistura de citocinas.
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Estas imagens indicam que realmente ocorre um aumento do stress oxidativo
celular quando as células sdo estimuladas com a mistura de citocinas. Este stress é no
entanto menor na presenca do acido protocatecuico ou da cianidina-3-glucésido,
indicando que os compostos em estudo apresentam algum poder antioxidante
intra-celularmente.

Os compostos dacido protocatecuico e cianidina-3-glucésido mostram-se assim
capazes de diminuir a quantidade de espécies reativas nas células HT-29, como é possivel
observar pelas imagens (C) e (D) onde existe uma diminui¢do nitida de intensidade de
fluorescéncia.

Os resultados mostram-se assim de acordo com muitos estudos ja descritos tanto
para a cianidina-3-glucdsido como para o acido protocatecuico, onde se comprova que
realmente tanto a cianidina-3-glucdsido como o acido protocatecuico sdo compostos com
poder antioxidante.

Tal como Wang e colaboradores (1997) demonstraram, a cianidina-3-glucdsido
apresentou o maior poder antioxidante em comparagao com outras 14 antocianinas
também testadas. Mais recentemente, Amorini e colaboradores (2001), confirmaram o
elevado poder antioxidante da cianidina-3-glucésido na protecdo da oxidacdo lipidica,
onde a cianidina-3-glucdsido apresentou poder antioxidante, independente do pH,
superior ao resveratrol e ao acido ascérbico (Wang et al. 1997, Amorini et al. 2003).

Os autores Li e colaboradores (2011) testaram o poder antioxidante do &acido
protocatecuico usando varios ensaios in vitro de avaliacdo do poder antioxidante, onde o
acido protocatecuico apresentou um elevado poder antioxidante tanto em meio aquoso
como lipidico, apresentando antioxidacdo tanto por meio de quelatacdo de metais, como
de captacdo de radicais livres (Li et al. 2011).

Estudos em células mostram igualmente o grande potencial antioxidante da
cianidina-3-glucésido, um exemplo é o estudo levado a cabo por Ding e colaboradores
(2006), onde a formacdo de espécies reativas de oxigénio pela exposicdo a raios
ultravioleta foi completamente inibida pela pré-incubacdo de cianidina-3-glucdsido em
células da epiderme de ratos (Ding et al. 2006).

Existem poucos estudos onde é realizada a avaliacdo do potencial antioxidante do
acido protocatecuico em células, no entanto, recentemente os autores Cha e

colaboradores (2014) observaram que o acido protocatecuico possui um elevado poder
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antioxidante. Perante um estimulo de inducdo da sintese de espécies reativas de oxigénio
(H0, ou radiagao ultravioleta) verificaram que a pré-incubacdo de células de
gueratindcitos humanas com 4cido protocatecuico fez diminuir os niveis de ROS

intracelulares (Cha et al. 2014).

68



Conclusao

As Doencas Inflamatérias Intestinais (DIl) compreendem um conjunto de doencas
inflamatdrias crénicas cuja incidéncia mundial tem vindo a aumentar (Romier et al. 2009).
A descoberta de uma forma de travar o desenvolvimento da doenca torna-se portanto
crucial.

Os polifendis, nomeadamente as antocianinas, encontram-se dentro das
substancias mais seguras e vidveis para a prevencao de varias doencas, incluindo aquelas
relacionadas com o stress oxidativo e a inflama¢dao podendo ser uma alternativa natural
para a prevencao e tratamento das DIl (Romier et al. 2009, Frontela et al. 2010).

Neste sentido, efetudmos um estudo comparativo do potencial efeito
anti-inflamatorio e antioxidante da cianidina-3-glucésido e do acido protocatecuico, um
metabolito normalmente formado no trato gastrointestinal, usando um modelo celular
de inflamacao intestinal.

Comegamos por avaliar o poder antioxidante da cianidina-3-glucésido e do acido
protocatecuico, comparativamente com o Trolox, um analogo soluvel da vitamina E.
Neste ensaio concluiu-se que tanto o acido protocatecuico como a cianidina-3-glucdsido
sdo potentes agentes antioxidantes pois ambos apresentaram uma maior capacidade
antioxidante que o Trolox ainda que mais notério no caso da cianidina-3-glucésido. Esta
revelou ser 2,4 vezes mais potente do que o Trolox na reducao do radical ABTS, enquanto
gue o acido protocatecuico apresentou uma eficiéncia bastante semelhante a do Trolox,
embora ligeiramente superior.

Foi demonstrado, posteriormente, que a viabilidade celular em células HT-29, nao
é comprometida com a incubacdo das células com dacido protocatecuico, até 25 uM
(concentracdo maxima testada). No entanto, quando as células foram submetidas a um
estimulo proé-inflamatério por uma mistura de citocinas (IL-1a, TNF-a, e IFN-y) a
pré-incubacdo das células com acido protocatecuico 25 uM ndo as protegem, em termos
de viabilidade celular, avaliada pelo ensaio do MTT, do estimulo inflamatdrio. Resultados
idénticos tinham ja sido observados com a cianidina-3-glucésido (Serra et al. 2013), pelo
gue, tanto a cianidina-3-glucésido como o 4&cido protocatecuico apresentam

comportamento semelhante.
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Dado que, durante o processo inflamatdrio ocorre uma producdo excessiva de
oxido nitrico (NO) que leva a destruicdo dos tecidos e alteragdo de respostas celulares
(Beckman et al. 1990), fomos verificar se a pré-incubagdo das células com o 4cido
protocatecuico ou a cianidina-3-glucésido levaria a diminuicao dos niveis de nitrito no
meio de cultura das células, que aumentaram bastante com o estimulo das citocinas. De
facto, os resultados obtidos confirmaram uma diminui¢do dos niveis de nitrito nas células
pré-incubadas com os compostos em estudo mas, enquanto essa diminuicao foi de cerca
de 56% nas células pré-incubadas com cianidina-3-glucésido, nas células pré-incubadas
com o acido protocatecuico essa diminuicao nao foi significativa.

De seguida determindmos os niveis intracelulares de glutatido reduzido e oxidado
(GSH/GSSG), uma vez que a razdo destas duas concentragdes é importante para a
caracterizacdo do stress oxidativo celular que normalmente se observa num estado de
inflamagdo. Come¢amos por fazer um estudo cinético do efeito das citocinas nos niveis
intracelulares de glutatido reduzido e verificdmos uma diminuicdo significativa dos niveis
de GSH apds 16h de estimulo inflamatério, sendo contudo essa diminuicdo mais
acentuada ao fim de 24h. A pré-incubacdo das células com acido protocatecuico ou
cianidina-3-glucdsido ndo induziu qualquer alteracdao nos niveis de GSH. Uma vez que a
mistura de citocinas conduz a uma depleccdo do glutatido reduzido, fomos avaliar os
niveis intracelulares de glutatido oxidado (GSSG). Na presenca de citocinas observou-se
igualmente uma diminuicdo drastica dos niveis de GSSG que ndo sofreu alteracdo quando
as células foram pré-incubadas com os compostos fendlicos. Em termos da relacdo
GSH/GSSG os compostos em estudo também ndo exerceram qualquer efeito. Da analise
destes resultados podemos concluir que as citocinas levam a uma alteracdo dos niveis
intracelulares de glutatido ndo por oxidacdo deste, mas antes, provavelmente, ao nivel da
sua sintese, isto é, um efeito idéntico ao observado na presenca de BSO, um inibidor
especifico da y-glutamilcisteinil ligase, uma enzima limitante na sintese de novo do GSH.

Para complementar o efeito antioxidante do acido protocatecuico e da
cianidina-3-glucdsido, quantificAmos os niveis intracelulares de espécies reativas de
oxigénio por um método fluorométrico, e por observacdo das células ao microscdpio de
fluorescéncia. Tal como anteriormente, come¢amos por averiguar os niveis de ROS apés o
estimulo pro-inflamatério, observando-se um aumento significativo das espécies reativas

de oxigénio apds as 24h de incubacdo. A pré-incubacdo das células com o acido
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protocatecuico ou com a cianidina-3-glucdsido levou a uma diminuicdo da fluorescéncia
das células, particularmente evidente nas imagens recolhidas por microscopia de
fluorescéncia corroborando o potencial antioxidante destes compostos.

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que, apesar de o 4acido
protocatecuico ser um metabolito da cianidina-3-glucésido com uma elevada presenga no
trato gastrointestinal, ndo parece ser o principal responsdvel pelo efeito anti-inflamatério
e antioxidante observado no intestino aquando do consumo de grandes quantidades de

cianidina-3-glucdsido.
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