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RESUMO

Santos, Rafael Bizarelo Ribeiro dos. Efeito da hidrolise acida sobre o metabolismo de
elagitaninos da casca e semente de jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) em individuos
eutréficos. Rio de Janeiro, 2024. Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo Humana) — Instituto de

Nutri¢do Josué de Castro, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

O consumo de alimentos fonte de elagitaninos tem sido associado a diferentes beneficios para
a saude humana. No entanto, existe uma alta variabilidade interindividual na magnitude
desses efeitos bioldgicos, o que pode ser atribuido principalmente a capacidade da microbiota
de metabolizar os elagitaninos e seus derivados. Além disso, a forma como esses compostos
estdo ligados a matriz alimentar também pode influenciar a sua metabolizacdo. Portanto, o
objetivo desta dissertacdo foi investigar o impacto da hidrélise acida no metabolismo dos
elagitaninos da casca e semente da jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) em individuos
eutroficos. Antes do inicio do estudo clinico foi realizada a investigacdo do efeito de
condigbes de processamento (secagem e tempos de hidrolise acida) na liberacdo de
elagitaninos da matriz alimentar. O estudo clinico foi do tipo crossover randomizado cego,
com a participacdo de 20 voluntarios eutroficos (13 homens e 7 mulheres), que consumiram,
em diferentes momentos, capsulas contendo farinha de jabuticaba ou farinha de jabuticaba
hidrolisada, com periodo de whashout de 14 dias. Amostras de urina foram coletadas nos
seguintes intervalos apds o consumo das capsulas: 0-4 h, 4-8 h, 8-12 h, 12-24 h, 24-36 h, 36-
48 h e 48-72 h. Durante toda a coleta de urina e ao longo do estudo os voluntarios
restringiram completamente o consumo de fontes alimentares de elagitaninos. Os metabdlitos
urinarios foram analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia. A melhor condicdo de
processamento para aumentar o teor de acido elagico soltvel foi obtida na casca e semente de
jabuticaba desidratada em estufa (75 °C por 22 h), hidrolisada com HClI 4 M a 90 °C por 6 h, e
posteriormente liofilizada (-50 °C por 48 h). O teor de acido elagico soltvel na farinha de
jabuticaba hidrolisada foi 2,5 vezes superior comparado a farinha de jabuticaba. A analise dos
metabotipos dos voluntarios (n = 20) revelou que 45% foram classificados como metabotipo
A, 40% como metabotipo B e 15% como metabotipo 0. O consumo da farinha de jabuticaba
hidrolisada resultou em um aumento significativo na concentra¢do urinaria de urolitinas em
comparacdo ao consumo da farinha de jabuticaba. Foi observada diferenga na composicédo

corporal e somatotipo entre os diferentes metabotipos, demonstrando que em individuos



eutréficos a composicdo corporal e a forma corporal parecem estar relacionadas com a

capacidade dos individuos em metabolizar os elagitaninos.

Palavras-chave: Jabuticaba, elagitaninos, &cido elagico, hidrélise &cida, metabotipos,

urolitinas, composicéao corporal.



ABSTRACT

Santos, Rafael Bizarelo Ribeiro dos. Effect of acid hydrolysis on the metabolism of
ellagitannins from the peel and seed of jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) in eutrophic
individuals. Rio de Janeiro, 2023. Dissertacdo (Mestrado em Nutricdo Humana) — Instituto de

Nutri¢do Josué de Castro, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

The consumption of food containing ellagitannins has been associated with various benefits
to human health. However, the magnitude of these biological effects varies widely between
individuals, and this can mainly be attributed to the microbiota's ability to metabolize
ellagitannins and their derivatives. Additionally, the form that these compounds are bound to
the food matrix can also influence their metabolism. Therefore, the aim of this dissertation
was to investigate the impact of acid hydrolysis on the metabolism of ellagitannins from the
peel and seed of jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) in eutrophic individuals. Prior to the
clinical study, an investigation was conducted into the effect of processing conditions (drying
and acid hydrolysis times) on the release of ellagitannins from the food matrix. The clinical
study was a blinded randomized crossover trial, involving 20 eutrophic volunteers (13 men
and 7 women), who consumed capsules containing either jabuticaba powder or hydrolyzed
jabuticaba powder at different times, with a washout period of 14 days. Urine samples were
collected at the following intervals after capsule consumption: 0-4 h, 4-8 h, 8-12 h, 12-24 h,
24-36 h, 36-48 h, and 48-72 h. Throughout the urine collection and the duration of the study,
volunteers completely restricted the consumption of ellagitannin food sources. Urinary
metabolites were analyzed by high-performance liquid chromatography. The best processing
condition to increase the content of soluble ellagic acid was obtained using peel and seed of
jabuticaba dehydrated in an oven (75 °C for 22 h), hydrolyzed with 4 M HCI at 90 °C for 6 h,
and then freeze-dried (-50 °C for 48 h). The soluble ellagic acid content in hydrolyzed
jabuticaba powder was 2.5 times higher compared to jabuticaba powder. The analysis of the
volunteers' metabotypes (n = 20) revealed that 45% were classified as metabotype A, 40% as
metabotype B, and 15% as metabotype 0. The consumption of hydrolyzed jabuticaba powder
resulted in a significant increase in urinary urolithin concentrations compared to the
consumption of jabuticaba powder. Differences in body composition and somatotype among

the different metabotypes were observed, demonstrating that in eutrophic individuals, body



composition and body shape appear to be related to the individuals' ability to metabolize

ellagitannins.

Keywords: Jaboticaba, ellagitannins, ellagic acid, acid hydrolysis, metabotypes, urolithins,
body composition.
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1. INTRODUCAO

Os elagitaninos sdo compostos fendlicos que pertencem a subclasse dos taninos
hidrolisaveis. Sdo frequentemente encontrados em frutas vermelhas, oleaginosas e chas e
podem estar presentes em sua forma simples (acido elagico) ou como uma estrutura mais
complexa, como a vescalagina e castalagina (Abe et al., 2011; Grace et al., 2016; Lipinska et
al., 2014; Pelvan et al., 2018; Yang & Tomas-Barberan, 2019). Entre as fontes alimentares a
jabuticaba, nativa do Brasil, tem se destacado por ser objeto de estudos devido aos seus
potenciais efeitos benéficos a salde, atribuidos em grande parte aos altos teores de compostos
fenolicos, em especial os elagitaninos (Chang et al., 2018; Wu et al., 2012).

Apesar da jabuticaba ser apreciada para ingestdo na forma fresca, sua alta
perecibilidade limita sua comercializagdo na forma in natura. Assim, com o intuito de ampliar
0 consumo e promover a valorizacdo da fruta, pequenos produtores, a inddstria de alimentos e
alguns pesquisadores tém desenvolvido produtos tendo como base a jabuticaba, tais como
sucos, sorvetes, iogurtes, geleias, vinhos, licores e vinagres (Chang et al., 2018; Inada, 2018;
Inada et al., 2018; Wu et al., 2013). No entanto, a fabricacdo de produtos derivados da
jabuticaba resulta na elevada producdo de cascas e sementes, que ndao sdo usualmente
consumidas devido a sua consisténcia fibrosa e sabor tanico, constituindo assim, o residuo do
processamento tecnoldgico da jabuticaba. Juntas, essas fragdes que representam cerca de 40%
do peso da fruta e concentram o maior teor de fibras e de compostos fenolicos, em especial as
antocianinas e os elagitaninos (Da Silva et al., 2017; Inada et al., 2015; Lima et al., 2011;
Pereira et al., 2017; Plaza et al., 2016).

Esses compostos, em especial os elagitaninos, sdo reconhecidos por suas propriedades
antioxidantes, anti-inflamatdrias e hipolipidémicas. No entanto, tais efeitos dependem da
biodisponibilidade desses compostos, que pode ser influenciada por diversos fatores, como a
forma quimica na qual estdo presentes na matriz do alimento, sua liberagdo da matriz
alimentar durante a digestdo pelo trato gastrointestinal, sua absor¢éo e a grande variabilidade
interindividual em sua metabolizacdo (Manach et al., 2017; Podsedek et al., 2014). Alguns
estudos relatam que, no trato gastrointestinal, principalmente no duodeno, por meio da acao
do pH intestinal os taninos sdo despolimerizados, e liberam acido elagico que posteriormente
podem metabolizados pela microbiota col6nia em urolitinas (Ekambaram et al., 2016; Kiss &
Piwowarski, 2016; Lipinska et al., 2014; Ludwig et al., 2015; Tomés-Barberan et al., 2016;
Tomas-Barberan et al., 2017).
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Com base nisso, a classificacdo em metabotipos estd relacionada a capacidade dos
individuos em produzir metabolitos microbianos especificos para esses compostos (Garcia-
Villalba et al., 2019; Tomas-Barberan et al., 2017). Para os elagitaninos ja foram identificados
trés metabotipos: o metabotipo A (produtores de urolitina A), o metabotipo B (produtores de
urolitina A, isourolitina A e urolitina B) e o metabotipo 0 (ndo produtores destas urolitinas)
(Tomés-Barberan et al., 2014). Varios sdo os fatores que podem influenciar os metabotipos
tais como: faixa etaria; doencas inflamatorias intestinais; e estado nutricional. O indice de
massa corporal (IMC) tem sido frequentemente associado ao metabotipo de urolitinas,
demostrando uma possivel relacéo entre a adiposidade corporal e 0 metabolismo de urolitinas
(Selma et al., 2018; Toméas-Barberam et al., 2014).

No entanto, o IMC ndo € capaz de diferenciar os componentes da composicao
corporal, sendo necessario ser complementado com outros indicadores quer permitam
determinar a composi¢do corporal dos individuos (Esparza-Ros; Vaquero-Cristdbal, 2023).
Diante disso, Leite (2023) utilizando a bioimpedancia para estimar a composi¢do corporal,
observou uma maior frequéncia do metabotipo B em individuos com o percentual de gordura
adequado. Esse resultado contrapde a ideia de que individuos com excesso de adiposidade
corporal serem em sua maioria classificados como metabotipo B, demonstrando a necessidade
de uma investigacdo mais aprofundada sobre a relagcdo entre a composi¢cdo corporal e 0
metabolismo de elagitaninos.

Ainda ndo esta claro se as condicGes fisioldgicas do trato gastrointestinal permitem
que esses taninos sejam eficientemente hidrolisados a acido elagico ou se é fundamental a
acdo das bacteérias intestinais. Além disso, ndo se sabe se as urolitinas podem ser produzidas
diretamente a partir de elagitaninos ou se o acido elagico precisa ser liberado previamente
(Tomés-Barberan et al., 2017). Considerando essas informaces, supfe-se que o consumo de
alimentos com maiores teores de acido elagico livre acarrete maior producao de urolitinas.

Nos Ultimos anos, os cientistas de alimentos tém buscado processos tecnoldgicos que
modifiqguem a matriz alimentar e/ou a forma quimica de seus compostos bioativos, resultando
em maior biodisponibilidade dos compostos fendlicos e, consequentemente, maior
bioatividade (Ribas-Augusti et al.,, 2017). Nesse sentido, processos alimentares como
fermentacdo, hidrolise enzimatica, alcalina e &cida, tém um papel importante para liberar
compostos fendlicos associados a parede celular. A hidrolise &cida é inserida nesse contexto
por se tratar de um processamento tecnoldgico que tem o objetivo de promover tanto a

liberacdo dos elagitaninos da matriz, quanto a sua despolimerizacdo em &cido elagico,
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tornando-os mais biodisponiveis (Acosta-Estrada et al., 2014; Garcia-Villalba et al., 2015).
Esse processo resulta na despolimerizacdo de elagitaninos pelo rompimento das ligacdes
glicosidicas com liberacdo do HHDP, que sofre lactonizacdo espontanea em &cido elégico
(Landete et al., 2011).

Cabe destacar que ainda ndo ha relatos na literatura acerca da influéncia de
processamentos tecnoldgicos sobre o metabolismo dos compostos fendlicos da jabuticaba em
humanos. Desse modo, € de grande importancia a utilizacdo da casca e semente de jabuticaba
objetivando o aproveitamento integral da fruta, por meio da producdo de capsulas que possam
ser utilizadas para a investigacdo da influéncia da hidrdlise acida sobre o metabolismo de
compostos fendlicos, com énfase nos elagitaninos, em humanos. Compreender de forma mais
aprofundada como se da a interacdo entre a forma em que os elagitaninos estdo presentes no
alimento e como sdo metabolizados no organismo é fundamental para propor tecnologias que

visem o desenvolvimento de produtos alimenticios com potencial efeito funcional.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Elagitaninos

Compostos fenolicos sdo metabolitos secundarios de plantas, que tém como funcédo a
protecdo contra predadores, pragas e luz UV, e sdo atrativos para polinizadores, animais
dispersores de sementes, dentre outros (Del Rio et al., 2013; Eseberri et al., 2022). Mais de
8000 compostos ja foram identificados no reino vegetal, muitos em alimentos, nos quais
podem conferir cor, aroma e sabor, e cujo consumo tem sido associado a protecdo contra 0
desenvolvimento de doencas cronicas, como doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e
cancer (Del Rio et al., 2013; Eseberri et al., 2022).

Devido a grande diversidade de compostos fenolicos, estes podem ser classificados em
flavanoides (flavondis, flavonas, isoflavonas, flavononas, flavan-3-6is e antocianidinas) e
ndo-flavanoides (&cidos fendlicos e estilbenos). A estrutura quimica de todo o grupo se baseia
na presenca de pelo menos um anel aromatico ligado a uma ou mais hidroxilas, variando
desde compostos simples, de baixo peso molecular, a moléculas grandes e complexas, como
os taninos (Crozier et al., 2009). Os taninos compreendem um grupo de compostos fendlicos
de alto peso molecular, de até 20.000 daltons, altamente hidroxilados, com uma grande

diversidade de estruturas quimicas, que compartilham a habilidade de se ligar e precipitar
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proteinas. Podem ser divididos em duas grandes categorias: taninos condensados e taninos
hidrolisaveis (Landete, 2011; Molino et al., 2023; Sharifi-Rad et al., 2022) (Figura 1).
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Figura 1. Estrutura quimica dos taninos hidrolisdveis e condensados (Fonte:
Adaptado de Molino et al., 2023).

Os taninos condensados ou proantocianidinas sdo formas oligoméricas ou poliméricas
de flavanoides, compostas por 3 a 8 unidades de flavan-3-06is (catequinas) ou flavan-3,4-didis
(leucoantocianidina) (Molino et al., 2023). Ja os taninos hidrolisaveis sdo poliésteres de
acucar, ou outros compostos polihidroxilados ndo aromaticos e acidos organicos (Serrano et
al., 2009). A designagdo “hidrolisavel” se deve ao fato desses compostos, sob o tratamento
com 4agua quente, &cidos, bases ou tanases, serem hidrolisados a produtos monoméricos
(Landete, 2011; Molino et al., 2023; Serrano et al., 2009;). Os taninos hidrolisaveis, por sua

vez, podem ser classificados em galotaninos e elagitaninos, quando os componentes acidos
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sdo, respectivamente, o acido galico e o acido elagico (Molino et al., 2023; Serrano et al.,
2009; Vermerris & Nicholson, 2006;). Cabe ressaltar que a maioria dos elagitaninos costuma
possuir na sua estrutura ambos os acidos (Serrano et al., 2009).

Os galotaninos consistem em derivados de &cido galico contendo seis ou mais grupos
galoil, podendo apresentar um ou mais grupos digaloil (Molino et al., 2023). Sdo os taninos
hidrolisaveis mais simples, porém mais dificilmente encontrados na natureza. Por outro lado,
os elagitaninos constituem uma classe complexa de polifendis, apresenta uma grande
variabilidade de estruturas quimicas, com mais de mil formas ja descritas, e sdo amplamente
distribuidos na natureza, sendo encontrados principalmente em frutas vermelhas, sementes
oleaginosas e chés (Landete, 2011; Lipinska et al., 2014; Molino et al., 2023).

A complexidade e grande diversidade de elagitaninos estdo relacionadas a sua
variabilidade biossintética, o que resulta em ilimitadas possibilidades de estruturas quimicas
(Figura 2). Os elagitaninos séo caracterizados por apresentarem uma ou mais unidades de
hexahidroxidifenoil (HHDP) esterificadas ao agucar, usualmente glicose. As por¢des HHDP,
por sua vez, sao constituidas por uma ligacédo biaril (C—C) entre residuos galoil. A partir dali,
existem mdltiplas possibilidades de ligagdo da unidade HHDP a porcdes de agucar e forte
tendéncia a producdo de derivados diméricos e oligoméricos (Evtyugin et al., 2020; Landete,
2011; Lipinska et al. 2014; Molino et al., 2023; Smeriglio et al., 2016). Etapas adicionais na
biossintese dessas moléculas podem resultar, por exemplo, na produgdo de um segundo grupo
HHDP (e.g. casuaricitina) ou, ainda, na clivagem dos grupos HHDP ou galoil formados (e.g.
corilagina). A partir de um acoplamento oxidativo adicional, podem surgir as formas de
trimero e tetrdmero, caso da castalagina e da vescalagina, que possuem um grupo
nonahidroxitrifenoil, também conhecido como flavogalonil. Grupos HHDP também podem
sofrer oxidacdo adicional para formar outras unidades, como desidrohexahidroxidifenoil
(DHHDP) ou chebuloil. Ligagbes C-O entre grupos HHDP ¢ outra possibilidade, resultando
em compostos, como sanguisorboil, tergaloil, valoneoil, dentre outros. Dessa forma, através
do acoplamento oxidativo de C-O entre as por¢des galoil e HHDP, os mondémeros podem
formar dimeros, trimeros, tetrameros com pesos moleculares de alguns milhares de Da, como
sanguiina H-6. Os elagitaninos podem, ainda, se combinar a outras classes de moléculas,
formando estruturas hibridas, como o flavano-elagitanino epiacutissimina B (Evtyugin et al.,
2020). Assim, em razdo da grande diversidade de compostos, os elagitaninos podem ser
classificados em monoméricos (nufarina A, punicalagina, geraniina, tellimagrandin I,

eugeiina, davidiina, casuarictina, corilagina), diméricos (sanguiina), oligoméricos
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(agrimoniina, nufarina E, nufarina C, hirteliina A) ou C-glicosidicos (vescalagina, castalagina,

casuarinina) (Lipinska et al. 2014; Smeriglio et al., 2016).
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Figura 2. Estruturas quimicas de alguns elagitaninos e seus precursores (Fonte: Evtyugin et al., 2020).

Devido a grande complexidade estrutural desses compostos e a dificuldade em sua
caracterizagdo, um recurso comumente empregado € a hidrdlise dos elagitaninos utilizando
4cidos, bases ou tanases (Garcia-Villalba et al., 2015; Molino et al., 2023; Montes-Avila et al.,
2017). As ligagdes ester dos elagitaninos sdo hidrolisadas liberando HHDP que, por sua vez,

sofre rearranjo espontaneo (lactonizacdo) em acido elagico (Figura 3), um dimero do &cido
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galico que possui baixa solubilidade em agua (Clifford & Scalbert, 2000; Landete, 2011;). O
acido elagico estd presente no vacuolo das plantas, na sua forma livre ou como derivados
metilados, glicosilados e metoxilados, ou ainda, na forma de elagitaninos soltveis em agua.
Cabe destacar que durante o processamento de alimentos fontes de elagitaninos, estes também
podem ser hidrolisados em acido elégico e derivados (Landete, 2011).

Hidrolise
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Figura 3. Formacdo do &cido elagico apos hidrolise de elagitanino (Fonte: Sharifi-Rad et al., 2022).

2.1.1 Fontes alimentares de elagitaninos

Os elagitaninos e seus derivados ja foram descritos em muitos alimentos, como
oleaginosas (Abe et al., 2010; Slatnar et al., 2015), chas provenientes da Camellia sinensis
(Yang & Tomas-Barberan, 2019), roma (Garcia-Villalba et al., 2015; Fischer et al., 2011) e
berries, como morango, framboesa vermelha, amora silvestre e jabuticaba (Abe et al., 2012;
Daniel et al., 1990; Inada et al., 2019; Inada et al., 2020; Seyhan et al., 2023).

Em oleaginosas, Abe e colaboradores (2010) encontraram teores de acido elagico total
de 149 mg/100 g em castanha portuguesa (Fagaceae), 301 mg/100 g em noz-peca
(Juglandaceae) e 823 mg/100 g em nozes (Juglandaceae). Os teores de &cido elagico livre
foram de 0,37 mg/100 g, 41 mg/100 g e 15 mg/100 g, respectivamente. Na castanha o
principal elagitanino encontrado foi a castalagina, em nozes (Juglans regia) e nozes peca foi a

peduncalagina (Anderson et al., 2001; Gongalves et al., 2010; Malik et al., 2009). Em graos
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de noz (Juglans regia L.) foi identificado de 1,7 a 10 mg/100 g de isbmeros de vescalagina
(Slatnar et al., 2015).

O cha (Camellia sinensis) € uma das bebidas mais consumida no mundo, e € também
uma importante fonte de elagitaninos. Yang e Tomas-Barberan (2019) selecionaram 29 tipos
de chés para tracar o perfil de elagitaninos presentes na infusdo, através da quantificacdo de
equivalentes de acido elagico livre apds hidrolise acida por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE-EM). Os chas com maiores teores de
acido elagico foram: amarelo (mengding huang e junshan yin), preto (gimen black), chas
escuros (pu-erh e raw), verde (long jing e taiping hou kui), oolong (tie guan yin), branco (bai
mu dan e gong mei) e chas de reprocessamentos, como Earl Grey e UJI matcha. Os maiores
teores de elagitaninos foram observados nos chas amarelos (419 a 426 mg/100 g) e escuros
(446 mg/100g), seguido pelo cha branco (em média, 300 mg/100 g) e pelo cha verde (em
média, 250 mg/100 g).

Alguns ensaios clinicos tém utilizado a roma como fonte de elagitaninos e derivados
(Gonzéalez-Sarrias et al., 2016; Garcia-Villalba et al., 2015; Zhang et al., 2009) e ja esta
descrito que a punicalagina e punicalina sdo o0s principais elagitaninos relatados nesse
alimento (Gonzalez-Sarrias et al., 2016; Garcia-Villalba et al., 2015). Zhang e colaboradores
(2009) avaliaram 27 diferentes suplementos comerciais elaborados com diferentes fragdes da
roma (fruta inteira, semente, folha, suco e casca). Os autores estratificaram os suplementos em
trés grupos: alto teor de elagitaninos (punicalagina e/ou punicalina) e de acido eléagico total
(i), &cido elagico total como componente principal (ii) e teores muito baixos de elagitaninos
de &cido elagico (iii). Com os valores expressos como porcentagem do peso frente ao peso
conhecido do suplemento, o primeiro grupo apresentou de 0,6% a 1,4% de punicalina, 6,6% a
18,0% de punicalagina e 0,5% a 12,3% de &cido elagico total. Ja 0 segundo grupo apresentou
entre 0% a 2,1% de punicalina, 0% a 1,4% de punicalagina e 1,4% a 54,7% de acido elagico
total. No terceiro grupo os valores variam de 0% a 0,3% para punicalina, 0% a 0,6% de
punicalagina e de 0% a 0,5% de acido elagico total. Tais dados demonstram que a depender
da fracdo da fruta utilizada, variacdes nas concentracdes dos compostos identificados sdo
observadas. Um alto teor de punicalagina (10.000 mg/100 g) foi relatado na casca da roma
liofilizada apos extracdo com solucdo aquosa de metanol 80% (Santiago et al., 2014). Ficher e
colaboradores (2011) encontraram um valor total de elagitaninos de 3.333 mg/100 g na casca

e 2.028 mg/100 g no mesocarpo da roma.
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Em morangos foi relatado um valor médio de acido elagico total de 5,2 mg/100 g na
polpa e 3,8 mg/100 g nas sementes. Ja& em framboesas, as sementes (27,5 mg/100 g) possuem
maior teor de acido elagico total em comparacédo a polpa (0,9 mg/100 g) (Daniel et al., 1990).
Seyhan e colaboradores (2023) quantificaram &cido eladgico em quatro variedades de mirtilos
(Bluecrop, Brigitta, Darrow e Bluejay) e os valores médios encontrados de acido elagico
variaram entre 165 mg/ 100 g a 917 mg/100 g. O resultado foi obtido apds extracdo
automatizada para liquido pressurizado, sendo utilizado metanol como solvente.

Algumas frutas brasileiras tém se destacado pelo alto teor de elagitaninos, como a
grumixama (Eugenia brasiliensis Lam), o cambuci (Campomanesia phaea) e a jabuticaba
(Myrciaria jaboticaba). Também conhecida como cereja brasileira, a grumixama € o fruto de
uma especie que cresce em florestas costeiras do Brasil, possui drupa globosa e casca de cor
amarela, vermelha ou preta (Lorenzi, 2016). Na polpa da grumixama (confirmar) foram
identificados altos teores de &cido elégico total, que variaram entre 82,0 a 243,0 mg/100 g, e
os teores de acido elagico livre variaram de 4,0 a 13,8 mg/100 g (Teixeira et al., 2015). Abe e
colaboradores (2012) relataram na grumixama 8,5 mg/100 g de acido elagico livre e 270
mg/100 g de &cido elagico total. Nesse mesmo estudo, os autores também identificaram o
acido elagico livre e total no cambuci, sendo respectivamente, 0,33 mg/100 g e 267,0 mg/100
g.

Dentre algumas frutas regionais brasileira, como grumixama, cambuci, jabuticaba,
amora (Rubus fruticosus) e camu-camu (Myrciaria dabia), Abe e colaboradores (2012)
observaram que a jabuticaba apresentou maior teor de acido elagico total (311 mg/100 g),
seguido pela grumixama (270 mg/100 g) e pelo camu-camu (59 mg/100 g). Inada e
colaboradores (2015) investigaram a composi¢do quimica da jabuticaba e suas fragdes (fruta,
polpa, casca, semente e residuo) e observaram teores de &cido elégico total. O teor de acido
elagico livre foi de 5,3 mg/100 g (polpa) a 178 mg/100 g (casca), ambos os dados expressos
em base seca. O teor total de acido elagico (dados obtidos apds hidrdlise alcalina e &cida)
variaram de 5,3 mg/100 g (polpa) a 276 mg/100 (casca). Os principais elagitaninos ja
descritos na jabuticaba séo a castalagina, vescalagina, peduncalagina, cauariina, casuarinina e

casuarictina (Plaza et al., 2016; Inada et al., 2019), dados que serdo mais explorados abaixo.
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2.1.2 Jabuticaba

A jabuticaba, fruto da arvore jabuticabeira, pertence a familia Myrtaceae e ao género
Myrciaria, também chamado de Plinia. As principais espécies sdo Myrciaria jaboticaba
(Vell.) O. Berg (Sabard), Myrciaria cauliflora (Mart.)) O. Berg (Paulista) e Myrciaria
trunciflora O. Berg (jaboticaba-de-cabinho) (Citadin et al., 2010; Lorenzi, 2016; Wu et al.,
2013).

Dentre as principais diferengas encontradas entre as espécies, destacam-se as
caracteristicas morfoldgicas da arvore e o do fruto. A M. trunciflora é a espécie com maior
potencial de altura (6 a 14 metros) em comparacdo a M. cauliflora (4 a 9 metros) e M.
jaboticaba (4 a 6 metros). Polpa doce e baga globosa de 2,2 cm a 2,8 cm de didmetro séo
caracteristicas da jabuticaba Sabara, caracteristicas similares sdo observadas na jabuticaba de
cabinho e paulista. A jabuticaba paulista além de possuir a casca roxo-negra e lisa, semelhante
as duas outras especies, ¢ também brilhante (Lorenzi, 2016). Acera da composi¢do quimica,
especialmente em fendlicos, apenas um trabalho descreveu a comparacgao entre essas espécies,
no qual os derivados de quercetina e as antocianinas sdo maiores na espécie paulista, enquanto
derivados de &cido elagico totais sdo maiores na espécie sabara (5.000 mg/100 g) em
comparagao a espécie paulista (2.000 mg/100 g) (Alezandro et al., 2013).

E caracteristico da jabuticabeira o desenvolvimento dos frutos no caule da arvore,
podendo esta florescer até duas vezes no ano, comumente no inicio da primavera (Lorenzi,
2016). A casca da jabuticaba possui aproximadamente de 1,5 a 2,0 mm de espessura, quando
imatura possui cor verde e a medida que amadurece escurece até atingir a cor preta-pdrpura.
O fruto pode pesar entre 2 g e 5 g, e apresentar de 1 a 4 sementes em seu interior (Figura 4)
(Inada et al., 2021; Zhang et al., 2018). Quanto as caracteristicas sensoriais, a jabuticaba
possui polpa esbranquicada e viscosa, com gosto doce, 0 que se deve a presenca de agucares
simples como frutose, glicose e sacarose (Inada et al., 2015; Seraglio, et al., 2018), e
levemente acido (Dias et al., 2016), devido a presenca de acidos organicos, como &cido
citrico, malico e succinico (Albuquerque et al.,, 2020). A adstringéncia € causada
principalmente pelo alto teor de elagitaninos e outros compostos fendlicos presentes na casca
(Oliveira et al., 2019).
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Figura 4. Jabuticaba (Myrciaria jaboticaba) e suas fracdes (Fonte: Inada
etal., 2015).

Estudos reportaram elevado teor de fibras na jabuticaba, que variam entre 17,9 a 19,3
mg/100 g, podendo apresentar um teor proximo a 38% (Alezandro et al., 2013; Inada et al.,
2015). Enquanto a casca concentra os maiores teores de compostos fendlicos, a polpa pode ser
considerada fonte nutricional de ferro, cobre, manganés e vitamina C, pois segundo Inada e
colaboradores (2015), a ingestdo de um copo pequeno de polpa (200 mL) contribui com mais
de 15% da RDA desses micronutrientes. Diversos estudos relatam elevado teor de compostos
fendlicos na jabuticaba, sendo mais de 80 compostos ja identificados no fruto inteiro, suas
fragOes e produtos a base de jabuticaba, dos quais destacam-se as antocianinas, galotaninos,
elagitaninos e seus derivados (Inada et al., 2021). A cianidina-3-O-glicosideo (280 mg/100 g)
e a delfinidina-3-O-glicosideo (48 mg/100 g) sdo as principais antocianinas presentes na
jabuticaba (Inada et al., 2015). Enquanto, os principais elagitaninos sdo a castalagina (78,4
mg/100 g), vescalagina (28,7 mg/100 g), peduncalagina (9,8 mg/100 g), cauariina (5,9
mg/100 g), casuarinina (34,3 mg/100), telemagrandina | (21,7 mg/100 g), telemagrandina Il
(30,5 mg/100 g), casuarictina (34,4 mg/100 g), isdbmeros de sanguina H-10 (9,3 a 96 mg/100
g) e sanguiina H-6 (1 a 84,8 mg/100 g) (Alezandro et al., 2013; Silva et al., 2016; Wu et al.,
2012) (Figurab).
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Figura 5. Estruturas dos elagitaninos presentes na jabuticaba (chemspider.com).

Majoritariamente, os compostos fenolicos da jabuticaba estdo presentes na sua forma
solivel na polpa e na casca (90% e 89%, respectivamente) e insolUveis na semente (56%)
(Inada et al., 2015). Quatrin et al. (2019) corroboram esses dados e relataram que, em média,
90% dos fendlicos da casca de jabuticaba foram encontrados na forma soltvel. Assim, pode-
se argumentar que a maioria dos estudos subestima o contetido de polifendis na jabuticaba em
pelo menos 10%, e nas sementes de jabuticaba em pelo menos 44%. Entre 0os compostos
fendlicos insollveis estdo os elagitaninos e seus derivados, no qual grande fracdo dessas
moléculas é encontrada ligadas covalentemente a componentes da parede celular e
macromoléculas, o que pode contribuir para a sua subestimacdo. De fato, Inada e
colaboradores (2019) observaram que 62% dos teores de elagitaninos, acido galico e

derivados do acido elagico foram encontrados na fragdo insoltvel da casca e da semente da
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jabuticaba, sendo liberados apds hidrolise acida, sugerindo que esses compostos costumam
ser subestimados. Dessa forma, muitos trabalhos divergem na forma de expressar os valores
podendo apresentar apenas alguns elagitaninos de interesse, total de acido elagico livre ou
acido elagico total (equivalente de acido elagico apds hidrolise quimica). Entre as principais
extracOes realizadas para quantificacdo de elagitaninos e seus derivados em alimentos, estéo:
extracdo com solventes aquosos- organicos, extracdo de constituintes insollveis apds
hidrolise alcalina e hidrolise acida, extracdo de constituintes solUveis seguida de extragdo em
fase sélida e hidrolise &cida total (de compostos soluveis e insolUveis) (Inada et al., 2021).

Pereira e colaboradores (2017) verificaram, na casca da jabuticaba, teores de
vescalagina variando de 4,1 a 9,0 mg/100 g, ndo tendo sido observado a castalagina. Ja na
polpa e na semente, os teores de vescalagina variaram de 18,7 a 103 mg/100 g e de 953,0 a
2.817 mg/100 g, respectivamente. Acerca da castalagina, os teores na polpa variaram de 52,0
a 151,0 mg/100 g, e na semente de 1.757 a 2.553 mg/100 g. Em relacdo ao teor de &cido
elagico livre, a fruta inteira apresenta cerca de 15,4 a 52 mg/100 g (Alezandro et al., 2013,
Inada et al., 2015; Reynertson et al., 2008; Wu et al., 2012). Nas frac6es da jabuticaba, foi
verificado na casca um valor de 20 a 830 mg/100g, na polpa de 5,3 a 8,3 mg/100 e na semente
de 55,9 a 83 mg/100 g (todos os dados expressos em base seca) (Alezandro et al., 2013;
Batista et al., 2013; Inada et al., 2015; Pereira et al., 2017).

Devido a presenca de compostos fendlicos, assim como outros fitoquimicos alguns
estudos in vitro, in vivo e ensaios clinicos com seres humanos reportaram os potenciais efeitos
benéficos da jabuticaba na satde. Estudos in vitro observaram atividades antimicrobiana,
antimoral, antioxidante, antinflamatoria, anti-hipertensiva e neuroprotetora. Ja em estudos in
vivo reportaram atividades antioxidante, hipolipidémica, antidiabetogénica, hepatoprotetora,

neuroprotetora, dentre outras (Inada et al., 2021).

2.1.3 Bioatividade de elagitaninos

Dentre os compostos fendlicos, os elagitaninos tém recebido muita atencdo da
comunidade académica devido as suas possiveis propriedades antioxidantes, neuroprotetoras,
hipolipidémico, entre outras (Gonzalez-Sarrias et al., 2016; Garcia-Villalba et al., 2023). Em
uma meta-analise com 128 ensaios clinicos randomizados investigou-se o efeito do consumo
de frutas vermelhas e uvas tintas/vinho como fonte de antocianinas, e nozes e roma como

fonte de elagitaninos sobre biomarcadores de risco cardiometabolico. Os resultados indicaram
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que tanto os alimentos fonte de elagitaninos, quanto os fonte de antocianinas, reduziram o
colesterol total, ao passo que os alimentos fonte de elagitaninos reduziram de forma mais
significativa o colesterol LDL, triglicerideos, glicose e a circunferéncia de cintura (Garcia-
Conesa et al., 2018).

Gonzalez-Sarrias e colaboradores (2016) avaliaram o efeito do consumo por trés
semanas, de extrato de romd, uma das principais fontes alimentares de elagitaninos, sobre
biomarcadores de risco cardiovascular em individuos saudaveis com sobrepeso ou obesidade.
Considerando toda a populagdo estudada, o consumo do extrato ndo promoveu melhoras
significativas em tais biomarcadores. No entanto, ao estratificar os voluntarios de acordo com
0 seu metabotipo de elagitaninos, ou seja, sua capacidade em produzir metabdlitos
microbianos especificos, 0s autores observaram que o consumo do extrato apresentou efeitos
significativos apenas nos individuos metabotipo B, que apresentaram maior risco
cardiovascular, reduzindo de forma significativa alguns biomarcadores, como LDL, LDL-
oxidado e apolipoproteina B.

O consumo de elagitaninos e acido elagico também tem sido descrito por seus
beneficios sobre a saude cerebral em ensaios clinicos, discussdo levantada na revisdo de
Garcia-Villalba e colaboradores (2023). Dentre os efeitos observados, pode-se citar a melhora
da memoria, da funcdo cognitiva e do humor, e a reducdo da fadiga e da insénia. De maneira
mais especifica, os autores também discutiram os dados de Ropacki e colaboradores (2013)
que observaram que 0 consumo de extrato de roméa protegeu pacientes submetidos a cirurgias
eletivas de coracdo contra déficits na retencdo de memdria comuns no pds-operatorio, em
comparagdo ao placebo, bem como resultou em melhora da retencdo de memdria em
comparacdo ao periodo basal pré-cirurgia. Além disso, Ross e colaboradores (2021)
observaram que bebés cujas maes consumiram suco de roma (n= 56) durante a gestacdo
apresentaram menor risco de lesGes cerebrais, em comparacéo ao placebo (n= 47).

Sabe-se que os elagitaninos e o &cido eldgico sdo pouco absorvidos e precisam ser
extensivamente metabolizados pela microbiota col6nica em seus metabolitos, as urolitinas.
No entanto, ainda nao se sabe qual(is) metabdlito(s) é/sdo responsavel(is) por tais efeitos na
salde. Evidéncias crescentes sugerem que as urolitinas, especialmente a urolitina A e/ou
outras urolitinas, possam ser 0os metabolitos responsaveis por tais efeitos bioativos. Nesse
sentido, a classificacdo dos individuos em metabotipos € essencial para compreender melhor
quais metabdlitos sdo responsaveis por tais efeitos (Garcia-Villalba et al., 2023). Uma outra

suposicdo levantada por esses autores seria os efeitos indiretos dos elagitaninos e das
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urolitinas sobre a satde cerebral, por meio da modulacdo da microbiota coldnica. Nesse caso,
microorganismos intestinais modulados por elagitaninos poderiam preservar a integridade da
barreira intestinal e regular o eixo intestino-cerebro através de vias endocrinas, metabdlicas
e/ou imunoldgicas.

Ainda no que se refere a saude cerebral, estudos recentes tém indicado os efeitos
benéficos das urolitinas na prevencdo e tratamento da doenca de Alzheimer. Tu e
colaboradores (2023) reportaram que a urolitina A reduziu significativamente a atividade do
DYRK1A (dual-specific tyrosine phosrylation-regulated kinase 1A) em camundongos,
acarretando a desfosforilacdo da proteina tau e a polimerizacao dos microttbulos. Além disso,
0s autores observaram que a administracdo de urolitina A proporcionou efeitos
neuroprotetores ao inibir a producdo de citocinas inflamatorias causadas pela proteina
amiléide B. Em um outro estudo, a urolitina A também se mostrou promissora no tratamento
da doenca de Alzheimer associada ao diabetes mellitus, por reduzir a formacdo da membrana
do reticulo endoplasmatico dependente de transglutaminase tipo 2, mantendo a homeostase do
calcio mitocondrial em células de linhagem celular de neuroblastoma SH-SY5Y (Lee et al.,
2021).

A romd tem sido descrita por seus efeitos antidiabéticos, especificamente contra a
diabetes mellitus tipo 2 (Banihani et al.,, 2013). De acordo com estes autores, um dos
mecanismos-chave responsaveis por esses efeitos seria a redugdo do estresse oxidativo e da
peroxidacao lipidica (Banihani et al., 2013). Outro alimento fonte de elagitaninos que também
ja foi descrito por seus efeitos na prevencdo e tratamento da diabetes foi a jabuticaba. Coloni e
colaboradores (2020) reportaram que o extrato de jabuticaba administrado por 30 dias foi
capaz de reduzir significativamente o colesterol ndo-HDL e os triglicerideos, e aumentar o
HDL e a capacidade antioxidante total no soro de ratos diabéticos. Os autores observaram
ainda, que a ingestdo de farinha de jabuticaba atenuou o ganho de massa corporal em ratos
com obesidade induzida. Soares (2020) também observaram o efeito do consumo de
jabuticaba na melhora da resisténcia a insulina em ratos, além de outros parametros
metabdlicos associados a obesidade como a inflamacéo e dislipidemia.

Por fim, o extrato de roma contendo alto teor de elagitaninos e derivados ja foram
descritos como agentes promissores para combater o virus SARS-Cov-2 e atenuar a resposta
inflamatdria do hospedeiro (Alexova et al., 2023). Em outro trabalho, o suco de romé& atenuou
a dor nos musculos flexores do cotovelo, apds extenuante exercicio excéntrico (Trombold et

al., 2011). Diante disso, pode-se concluir que ha evidéncias crescentes sobre os efeitos
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benéficos de alimentos fontes de elagitaninos na prevencdo e tratamento de doencas,
principalmente as de cunho metabdlico.

Os elagitaninos ndo sao biodisponiveis e os efeitos biologicos dependem da forma
como esses compostos sdo metabolizados. Por exemplo, as propriedades hipolipemiantes da
roma permanecem controversas, provavelmente devido a variabilidade interindividual no
metabolismo dos elagitaninos (Gonzélez-Sarrias et al., 2016). A modulacdo da microbiota
apos o consumo de 33 g de nozes por 3 dias, foi significativa apenas em participantes
categorizados como metabotipo B (Garcia-Mantrana et al., 2019). Portanto, compreender o
metabolismo dos elagitaninos pode ser o ponto chave para entender os efeitos biologicos

desses compostos na satde humana.

2.2 Metabolismo de elagitaninos

Diversos estudos indicam que os elagitaninos ndo sdo absorvidos em sua forma
original (Cerda et al., 2005; Espin et al., 2007; Gonzalez-Barrio et al., 2012; Mertens-Talcott
et al., 2006; Seeram et al., 2004). Portanto, a identificacdo de acido elagico pode ser usado
para quantificar indiretamente os elagitaninos presentes em alimentos, e como biomarcador
do metabolismo de elagitaninos. Acredita-se, que as ligagbes éster dos elagitaninos séo
hidrolisadas lentamente ao longo do trato gastrointestinal, nas condi¢des de pH do estdmago e
do duodeno. A partir do intestino grosso, a microbiota colbnica, por meio de suas enzimas,
propicia a biotransformacéo dos elagitaninos ou acido elagico livre em urolitinas, metabdlitos
gue possuem maior bioatividade e biodisponibilidade que seus precursores (Garcia-Villalba et
al., 2019; Sharifi-Rad et al., 2022) (Figura 6).
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Figura 6. Transformacdo dos elagitaninos em &cido hexahidroxidifénico e, posteriormente, em acido
elagico. Catabolismo do &cido elagico em urolitinas e nasutinas pela microbiota intestinal. (Fonte:
Tomaés-Barberén et al., 2016).

Estudos farmacocinéticos demonstram que o &cido elagico pode ser absorvido entre 30
e 60 minutos apds a ingestdo, o que indica o inicio da sua absorcdo ainda no estdmago
(Tomas-Barberén et al., 2009). Apesar disso, dentre os metabdlitos produzidos e identificados
na urina e no sangue, o acido elagico ndo é o majoritario. Inada e colaboradores (2019)
ofertou de forma aguda 20 g de farinha de casca e semente de jabuticaba na forma de
sobremesa gelatinosa (734 mg de éacido elagico total, 63 mg de &cido elagico soluvel, 148,1
mg de vescalagina e 179,6 mg de castalagina), para individuos eutréficos ou com
sobrepeso/obesidade. Apds o consumo, foi identificado acido elagico na urina de somente em
13 dos 35 voluntarios recrutados, que corresponderam a somente cerca de 0,6% do total de
metabdlitos excretados. Cabe destacar que um fator que pode dificultar a identificacdo do

acido elagico e mascarar a sua biodisponibilidade é a sua conversdao em formas metiladas e
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conjugadas, como o &cido elagico dimetilado glucuronideo ou outras formas derivadas, que
posteriormente podem ser metabolizadas pela microbiota colénica em derivados de
dibenzopiran-6H-6-ona (Lipinska et al., 2014).

Uma vez no coélon, os elagitaninos, ou o &cido eldgico, sdo metabolizados pela
microbiota intestinal a urolitinas (Figura 7). Ainda ndo se sabe se é necessaria a hidrdlise dos
elagitaninos em acido elagico ou se as urolitinas podem ser produzidas diretamente a partir
dos elagitaninos (Tomas-Barberan et al.,, 2017). Acredita-se que a urolitina M5, um
metabolito intermediario, seja produzido a partir de acido elagico apds abertura do anel
lactona e remocdo do grupo carboxila. Por meio da desidroxilacdo, ocorre a formacdo da
urolitina D, que ao sofrer sucessivas desidroxilacGes dao origem as urolitinas C, urolitina A,
isourolitina A e urolitina B (Kang et al., 2016) (Figura 7). Até o momento j& foram
identificadas trezes urolitinas e seus conjugados, glucuronidados e sulfatados, em diferentes
fluidos e tecidos humanos, como sangue, urina, fezes, leite materno, préstata, colon e tecidos

mamarios (Garcia-Villalba et al., 2022; Iglesias-Aguirre et al., 2023).
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2014).
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Tomés-Barberdn et at. (2014) propuseram a estratificagdo dos individuos em trés
metabotipos: metabotipo A (UM-A), metabotipo B (UM-B) e metabotipo 0 (UM-0), baseado
na capacidade dos individuos em produzir determinados metabdlitos. Aqueles que produzem
somente urolitina A, sdo denominados como UM-A, ao passo que os produtores de urolitina
B, isourolitina A e/ou urolitina A s&o classificados como UM-B. J& os individuos nédo
produtores dessas urolitinas sdo classificados como UM-0 (Figura 8). Em individuos
saudaveis e eutroficos, foi relatado uma predominancia de individuos UM-A (50% a 80%),
seguidos de UM-B (10% a 40%) e UM-0 (5% a 10%) (Tomas-Barberan et al., 2014;
Truchado et al., 2012; Zhang et al., 2020).
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Figura 8. Catabolismo do acido elagico em urolitinas. Os circulos delimitam especificamente as
urolitinas finais para cada metabotipo, sendo vermelho para individuos metabotipo B e azul para
individuos metabotipo A (Fonte: Cortés-Martin et al., 2020).

No entanto, a distribuicdo de voluntarios frente ao metabotipo, parece modificar
conforme a caracteristica da populacao a ser estudada. Por exemplo, uma distribuicdo similar
entre UM-A e UM-B ja foi relatada em individuos com pré-diabetes e com céncer colorretal,
(Nufez-Sanchez et al., 2014; Zhang et al., 2020). Em comparagéo ao estado nutricional, Inada
e colaboradores (2019) relataram uma maior prevaléncia de individuos UM-0 (26,3%) e
menor prevaléncia de UM-B (21,1%) em individuos eutroficos em comparacdo com
individuos com sobrepeso/obesidade (UM-0: 6,3% e UM-B: 37,5%). Dados similares ja
haviam sido previamente relatados por outros autores (Selma et al., 2018; Tomas-Barberam et
al., 2014). Em contraste, Leite (2023) verificou uma distribuicdo semelhante entre UM-A (em

média 44,3 %) UM-B (em média 37,1%) em voluntarios com sobrepeso e obesidade.
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A idade é um outro fator que parece influenciar o metabolismo de elagitaninos.
Enquanto a prevaléncia de UM-A diminui em funcdo da idade, o UM-B aumenta
(principalmente na faixa estaria de 20 a 40 anos) e UM- 0 permanece constante proximo de
10% (independentemente da idade) (Cortés-Martin et al., 2018). Cortés-Martin e
colaboradores (2018) também observaram uma associacao significativa entre todas as idades e
0 metabotipo de elagitaninos, tendo a razdo da prevaléncia UM-A/UM-B diminuida de 9
vezes para 1,3 vezes, na faixa etaria de 5 a 10 anos e de 40 a 90 anos, respectivamente. De
encontro a esses resultados, Leite (2023) observou que para os voluntarios entre 19 a 30 anos,
0 percentual de UM-A variou de 39% a 50%, UM-B de 39% a 43% e UM-0 de 11% a 21%.
Nos voluntérios na idade entre 31 e 40 anos, foi observado um percentual de 26% a 32% de
UM-A, 42% a 53% de UM-B e 11% a 26% de UM-0. Ja para os voluntarios com idade acima
de 40 anos, o percentual de UM-A variou de 8% a 17%, UM-B de 75% a 83% e UM-0 de 0%
a 17%. Apesar dessa relacdo entre a idade e 0 metabotipo, a etiologia dessa distribui¢do do
metabotipo em funcdo da idade permanece sem respostas (Cortés-Martin et al., 2018).

Como descrito no item anterior, alguns efeitos bioativos tém sido associados a
metabdlitos microbianos especificos e, por isso, os efeitos benéficos dos elagitaninos
dependem da sua metabolizacdo no organismo de cada individuo. Assim, acredita-se que, por
esse motivo, alguns ensaios clinicos tenham reportado resultados controversos sobre os
efeitos de elagitaninos na salde humana, o que pode ser justificado pela grande variabilidade
metabdlica interindividual, mediada principalmente por diferencas na composicdo da
microbiota intestinal dos individuos (lglesias-Aguirre et al., 2023; Inada et al., 2019). Nesse
sentido, a estratificagdo em metabotipos pode contribuir para melhor compreensao dos efeitos
bioldgicos dos elagitaninos em ensaios clinicos. Como exemplo, ja foi relatado que somente
os individuos UM-B se beneficiaram da suplementacdo crbnica com extrato de romad,
apresentando melhora em biomarcadores de risco cardiovascular (Gonzalez-Sarrias et al.,
2016).

Quanto a composicdo da microbiota colénica responsavel pela producdo de urolitinas,
0 género Gordonibacter ja foi relatado como sendo o predominante em individuos UM-A,
metabolizando acido elagico nas urolitinas M5, M6 e C, ao passo que o género Elagibacter
converte acido elagico em urolitinas M5, M6, C e isourolitina A (Figura 9). Ambos o0s
géneros sdo capazes de converter urolitina D e urolitina M6 em urolitina C, através das
atividades das enzimas 4-desidroxilase e 10-desidroxilase, respectivamente. No entanto, ndo

sdo capazes de produzir a urolitina A a partir de urolitina C, nem a urolitina B a partir da
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urolitina A. Além disso, Gordonibacter e Elagibacter ndo produzem os metabdlitos
intermediarios (urolitina E ou urolitina M7) a partir do &cido elagico (lglesias-Aguirre et al.,
2023). Bactérias pertencentes a familia Eggerthellaceae, Gordonibacter urolithinfaciens e
Gordonibacter pamelaeae s&o capazes de produzir urolitinas a partir de elagitaninos,
enguanto a Elagibacter isourolithinifaciens pode metabolizar o acido elagico em isourolitina
A (Cabalero et al., 2022). Estudos tém demonstrado que mais de 30% das bactérias que
diferem em individuos com metabotipos A e B pertencem a familia Eggerthellaceae (Iglesias-
Aguirre et al., 2023).
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Figura 9. Via metabdlica proposta do acido elagico por cepas dos géneros Gordonibacter (1),
Ellagibacter (2) e Enterocloster (3), incluindo o isolado E. bolteae CEBAS S4A9. (1) Gordonibacter
urolithinfaciens e G. pamelaeae; (2) Ellagibacter isourolithinifaciens; (3) Enterocloster bolteae, E.

asparagiformis e E. citroniae (Fonte: Iglesias-Aguirre et al., 2023).

Recentemente, Iglesias-Aguirre e colaboradores (2023) identificaram, de forma
inédita, uma bactéria isolada das fezes de uma mulher saudavel capaz de produzir urolitina A
a partir da urolitina C, e formac&o da urolitina B a partir da isourolitina A. Apds a verificacdo
da sequéncia genética, observou-se que esta pertencia a espécie Enterocloster bolteae da

familia Lachnospiraceae (Figura 9).
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Muito séo os fatores que podem influenciar na composi¢do da microbiota, como por
exemplo, alimentacdo, uso de antibioticos, prebidticos ou probioticos, idade, condi¢cbes de
salde e o estado nutricional (Villanueva-Millan et al., 2015). A alimentacdo inadequada e o
sedentarismo estdo associados a dishiose e, consequentemente, relacionadas a inflamacéo
sisttmica e ao desenvolvimento de doencas cronicas ndao transmissiveis (Redondo-Useros et
al., 2020; Strasser et al., 2021). Mudancas nos habitos alimentares associadas a pratica de
exercicios fisicos, por sua vez, podem resultar em perda de gordura corporal e,
consequentemente, na mudanca da composicdo da microbiota (Aragén-Vela et al., 2021;
Vrieze et al., 2010;).

Algumas espécies de microrganismos tém sido associadas ao estado nutricional, como
por exemplo, a razdo Firmicutes/bacteriodetes (Mahan & Raymond, 2018). Em uma
intervencdo dietética para reducdo de peso corporal, observou-se que a reducdo da massa
gorda em individuos com obesidade resultou em aumento significativo na abundancia
bacteriana total, bem como na reducgéo da propor¢do de Firmicutes/Bacteroidetes (Vrieze et
al., 2010). Assim, considerando que o estado nutricional pode influenciar no perfil da
microbiota col6nica e, consequentemente, no metabolismo de compostos fenolicos e seus
efeitos benéficos na salde, torna-se essencial a avaliagdo da composicdo corporal dos
individuos em ensaios clinicos que investiguem a metabolizacdo dos elagitaninos e 0s seus
efeitos bioativos.

Nesse sentido, Tomas-Barberan e colaboradores (2014) observaram uma relacéo entre
a distribuicdo de metabotipos e 0 estado nutricional, com maior prevaléncia de UM-B em
individuos com obesidade. No entanto, cabe destacar aqui que a maioria dos estudos
realizados utilizou o indice de massa corporal (IMC) para avaliar o estado nutricional dos
individuos. O IMC € um indice que expressa a quantidade de massa corporal distribuida pela
area corporal, que apesar de ser comumente utilizado em estudos epidemiologicos, apresenta
limitacdes, pois ndo fornece informagdes acerca do percentual de gordura corporal (Filho et
al., 2019). Diante disso, outras variaveis antropométricas podem ser utilizadas para a
avaliacdo do estado nutricional e adiposidade, tais como o perimetro de cintura e de abdémen,
a relacdo cintura-quadril (RCQ), percentual de gordura, indice de massa muscular e massa
adiposa, somatorio de dobras cutineas e diametro anteroposterior de abdémen (Filho et al.,
2019; Pompeu, 2020).

Assim como tais variaveis antropométricas sdo consideradas indicadores de risco

cardiovascular, a classificacdo dos individuos em metabotipos também apresenta tal potencial.
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Estudos apontam que individuos classificados como UM-B possuem um maior risco
cardiometabolico, enquanto individuos UM-A parecem apresentar efeito cardioprotetor
(Gonzélez-Sarrias et al., 2016; Selma et al., 2018). No entanto, poucos trabalhos tém buscado
avaliar a relacdo entre o metabotipo e tais parametros antropométricos. Recentemente, em
estudo realizado com mulheres saudaveis pds-parto, observou-se que mulheres UM-A
apresentaram menor perimetro da cintura, enquanto as voluntarias UM-B apresentaram maior
IMC, perimetro de cintura e RCQ (Cortés-Martin et al., 2019). Por outro lado, Leite (2023)
reportou relacdo entre o metabotipo e o percentual de gordura acessado por bioimpedancia
elétrica, no qual voluntarios com alta adiposidade apresentaram maior prevaléncia do UM-A
(41,4%) e menor prevaléncia de UM-B (48,3%) e UM-0 (10,3%) comparado aos individuos
com adiposidade adequada (16,7% UM-A, 60% UM-B e 23,3% UM-0).

Algumas pesquisas tém investigado ainda, o efeito do consumo de elagitaninos sobre a
composic¢do corporal. Um estudo clinico avaliou o efeito da intervencdo com pistache, fonte
de elagitaninos, por 24 semanas, sobre o risco cardiometabolico em asiaticos com sindrome
metabdlica. Os resultados demonstraram que 0 grupo que consumiu pistache, em comparacdo
ao grupo controle, apresentou reducdo significativa no perimetro de cintura, indicando perda
de gordura central, porém sem reducdo significativa da massa corporal (Gulati et al., 2014).

No entanto, o entendimento da relagdo entre a composi¢do corporal e 0 metabotipo de
elagitaninos parece ndo estar totalmente elucidado e, por isso, sdo necessarios mais estudos

que utilizem técnicas antropometricas adequadas e com maior amplitude de variaveis.

2.3 Efeito de processamentos tecnoldgicos no perfil de elagitaninos em alimentos

Na parede celular vegetal, além de carboidratos e proteinas, ha compostos fendlicos
que interagem com 0s polissacarideos. Tais compostos podem ser encontrados sob a forma
soltvel, livres na matriz, ou insollvel, quando ligados a matriz de vegetais. Assim, ao serem
ingeridos, a forma em que 0s compostos se encontram na matriz alimentar vao influenciar a
bioacessibilidade no Iimen intestinal e, consequentemente, sua absorcao e biodisponibilidade.
Além da interacdo do composto com a matriz alimentar, a complexidade da molécula também
pode facilitar ou dificultar a sua absorcdo e transporte (Velderrain-Rodriguez et al., 2014).

Como descrito anteriormente, os elagitaninos possuem alto peso molecular e ndo séo
absorvidos em sua forma original, precisando ser extensivamente metabolizados para que

possam ser absorvidos (Gonzalez-Sarrias et al., 2015; Lipinska et al., 2014). Somado a isso,
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algumas matrizes alimentares, como a jabuticaba, apresentam a maior parte dos elagitaninos e
seus derivados sob a forma insoltvel (Inada et al., 2020). Diante disso, torna-se relevante o
emprego de processamentos tecnologicos em alimentos que visem aumentar a
bioacessibilidade e biodisponibilidade dos elagitaninos e acido elagico, dentre as quais pode-
se utilizar hidrélises enzimatica, alcalina e &cida, alta pressdo hidrostatica, secagem por

liofilizacdo e por estufa, fermentacédo, dentre outros.

2.3.1 Alta Pressao Hidrostatica

A Alta Pressdo Hidrostatica (APH) consiste em uma técnica, na qual o produto é
submetido a elevados niveis de pressao hidrostatica (50 a 1000 MPa), sendo utilizada como
alternativa aos métodos térmicos de conservacao (Galanakis, 2021; Hogan et al., 2005). Essa
técnica permite a inativagdo de microrganismos e enzimas, enquanto preserva as
caracteristicas sensoriais, nutricionais e os compostos bioativos (Lavinas et al., 2007; Lopes et
al., 2010). Alguns estudos tém reportado ainda, que elevados niveis de pressdo podem gerar
modificacGes da matriz alimentar, promovendo aumento da extractabilidade e liberacdo de
seus compostos bioativos, contribuindo para a sua potencial bioacessibilidade e
biodisponibilidade (Gomez-Maqueo et al., 2021; Rodriguez-Roque et al., 2015; Trych et al.,
2020; Vega-Galvez et al., 2014). No entanto, os efeitos da APH sobre o perfil de compostos
fenolicos nos alimentos podem variar tanto pelas condi¢cdes de pressfes aplicadas, quanto
pelas caracteristicas quimicas individuais dos compostos (Inada et al., 2018).

Em relacdo ao efeito da aplicacdo da APH sobre os compostos fendlicos em produtos a
base de jabuticaba, existem apenas dois trabalhos publicados (Inada et al., 2018; Inada et al.,
2020). Inada e colaboradores (2018) investigaram o efeito da APH (200, 350 e 500 MPa por
5, 7,5 e 10 minutos) sobre os compostos fenolicos, atividade antioxidante e qualidade
microbioldgica do suco de jabuticaba. Os autores reportaram que o suco submetido a APH
apresentou maior teor total de compostos fendélicos (cerca de 21,8%) comparado ao suco ndo
pressurizado. O teor de acido eldgico foi maior, em média 2 vezes, no suco de jabuticaba
processado em comparagdo ao suco ndo processado. No entanto, ao comparar entre as
condigbes de pressurizacdo (pressdo e tempo), os autores ndo observaram diferenca
significativa. Um recente estudo realizado pelo mesmo grupo de pesquisa, no qual
empregaram a APH na casca e semente de jabuticaba, os autores ndo observaram aumento

significativo no teor total de compostos fenolicos nas amostras submetidas a APH (200 e 500
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MPa por 1 min; 350 MPa por 5,5 min; 200 e 500 MPa por 10 min) comparados a amostra ndo
processada (Inada et al., 2020). Pelo contrario, as condi¢cGes de maior pressdo e maior tempo
resultaram em diminui¢6es de 17% (350 MPa por 5,5 min) a 43% (200 MPa por 10 min) no
teor total de compostos fendlicos.

No que concerne a investigacdo do efeito da aplicagio da APH sobre a
bioacessibilidade e/ou metabolismo de compostos fenolicos, poucos estudos sdo descritos na
literatura. Nesse sentido, GOmez-Maqueo et al. (2021) verificaram que a bioacessibilidade de
betalainas dos frutos de figo da India tratados por APH (350 MPa, 5min) aumentou em
comparacdo ao figo ndo processado. Os acidos fendlicos foram mais resistentes & APH, e sua
bioacessibilidade foi favorecida principalmente por mudancas na matriz alimentar, no qual, a
extractabilidade apds a etapa géastrica da digestdo foi aumentada (acido piscidico: 48,9 a 55,32
%; acido 4-hidroxbenzdico: até 40%).

Em mirtilos, a APH (500 MPa, 15 min) promoveu o aumento da extractabilidade, a
capacidade antioxidante e a bioacessibilidade dos compostos bioativos quando comparado aos
métodos convencionais de extracdo com uso de solvente organico. Nessas condi¢bes de APH
foi relatada maior bioacessibilidade de polifendis (ndo antocianinas) e flavanoides (62,2%).
No entanto, as antocianinas tiveram reducdo da sua bioacessibilidade (Briones-Labarca et al.,
2019). Nas antocianinas, Trych e colaboradores (2020), por meio de um ensaio de digestdo
simulada em groselha preta, verificou que 45% das antocianinas estavam disponiveis apés a
fase gastrica, no entanto, na fase intestinal foi verificado uma diminuicao drastica no teor de
antocianinas, com reducdo de 72 e 44,5 vezes em comparacdo a amostra ndo digerida e fase
géstrica, respectivamente. No entanto, apés a aplicagdo da APH (200 e 400 MPa por 5 min),
apesar de apresentar menor teor antes da digestdo em comparacéo a fruta fresca (15% menor),
a APH foi 27,5% e 53,7% (200 e 400 MPa por 5min, respectivamente), superior a amostra
controle.

Nesse sentido, a APH pode ser utilizada em diferentes matrizes, atuando néo somente
como um método de conservacao e preservando suas caracteristicas sensoriais, nutricionais e
de compostos bioativos, como também podendo contribuir para o seu potencial bioativo e

funcional.
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2.3.2 Secagem

Dentre os métodos de secagem artificiais, encontram-se a secagem em estufa e a
liofilizagdo. Na secagem em estufa com circulagdo de ar, o alimento é disposto
uniformemente sobre uma bandeja, e a circulacdo de ar € feita por um ventilador situado atrés
das resisténcias elétricas utilizadas para o0 aquecimento do ar de entrada. O decréscimo no teor
de umidade do alimento é realizado em altas temperaturas, por conveccao, através do fluxo de
ar quente da estufa (Celestino, 2010). Ja na liofilizacdo, a secagem é realizada em baixas
temperaturas e sob vacuo, e o teor de umidade do alimento é diminuido por meio da
sublimacdo e dessorcdo. O liofilizador, também conhecido como freeze-dryer, utiliza um
sistema de vacuo para desidratacdo, no qual o alimento deve ser introduzido congelado. A
vantagem desse método é a maior retencdo de caracteristicas nutricionais e sensoriais e mais
facil reidratacdo do alimento (Celestino, 2010; Inada et al., 2019 apud Kharaghani et al.,
2017).

Ambos 0s métodos de secagem podem influenciar o teor dos compostos bioativos em
alimentos. Dos Santos Fontes e colaboradores (2019) ndo observaram diferenca significativa
no teor de licopeno de tomates submetidos a secagem por liofilizagdo ou estufa. Almeida e
colaboradores (2020) reportaram reducgéo de 15,8% no teor de compostos fendlicos totais em
casca de jabuticaba seca em estufa (50 °C por 24 h), em comparagdo a liofilizada (-18 °C por
48 h). Ja Inada e colaboradores (2019) também avaliaram o efeito da secagem por liofilizacdo
e em diferentes condicGes de secagem em estufa (55 °C/14 h, 55 °C/22 h, 65 °C/18 h, 75 °C/14
h e 75 °C/22 h) para obtengdo da farinha de casca e semente de jabuticaba, e observaram que a
amostra liofilizada apresentou maior teor de acido elagico e derivados (377 mg/100 g), em
comparagdo as amostras desidratadas em estufa (em média 282,4 mg/100 g). Para o teor total
de elagitaninos, valor similar foi observado ao comparar a amostra liofilizada (2.421 mg/100
g) e a amostra desidrata em estufa a 55 °C por 22 h (2.287 mg/100 g). No entanto, as amostras
desidratadas em estufa, a 75 °C por 14 h e por 22 h, apresentaram teores superiores (17 e 22%,
respectivamente) de elagitaninos quando comparado a amostra liofilizada. Tais resultados
parecem demonstrar que a secagem em estufa a altas temperaturas € capaz de liberar os
elagitaninos insollveis da matriz alimentar.

Tendo em vista que a secagem € um método amplamente aplicado em alimentos, que

possui grande potencial de aplicagdo em residuos de alimentos, e seu baixo custo, torna-se
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relevante desenvolver produtos por esse método de processamento e avaliar o metabolismo e,

até mesmo, a bioatividade dos compostos fendlicos.

2.3.3 Hidrodlise acida

Conforme apresentado nos topicos anteriores, 0s elagitaninos ndo sao biodisponiveis e
necessitam ser hidrolisados em moléculas menos complexas, para entdo serem absorvidos.
Nesse sentido, alguns processamentos de alimentos, tais como fermentacdo, hidrélise
enzimatica, alcalina e &cida, tém apresentado potencial promissor de aplicacdo na ciéncia de
alimentos como estratégias para liberar compostos fendlicos ligados a parede celular e/ou
despolimeriza-los a compostos de menor peso molecular. A hidrélise &cida é inserida nesse
contexto por se tratar de um processamento tecnoldgico simples e de baixo custo, que tem o
objetivo de promover tanto a liberagcdo dos elagitaninos da matriz alimentar, quanto a sua
despolimerizacdo em &cido elagico, tornando-os mais biodisponiveis (Acosta-Estrada et al.,
2014; Garcia-Villalba et al., 2015).

Em um recente trabalho do nosso grupo de pesquisa (Silva, 2019), a hidrolise acida foi
empregada como estratégia para despolimerizacdo dos elagitaninos da casca e semente da
jabuticaba. A hidrolise foi realizada com HCI 4 M a 90 °C, em diferentes tempos (1 h, 2 h, 4
h, 6 h, 8 h, 24 h e 48 h). Os resultados apontaram que a hidrolise por 6 h foi a que resultou em
maior liberacdo de acido elagico total no residuo (casca e semente) (1.748 mg/100g vs outros
194,9 a 1.039,2 mg/100 g), exceto quando comparado ao de 4 horas (1.689 mg/100 g). No
entanto, o teor de &cido elagico total na semente de jabuticaba foi maior na hidrélise por 6
horas em comparacdo ao de 4 horas. Esse mesmo tempo de 6h de hidrolise acida foi
considerado o melhor para a hidrolise de elagitaninos da framboesa (Vrhovsek et al., 2006).
Esses autores tambem verificaram o efeito da concentracdo de HCI (4 M e 2 M) na liberagdo
dos elagitaninos e observaram que a hidrélise com HCI 4 M foi o tratamento mais rapido, ao
considerar o intervalo de 1 h, para obter maior teor desses compostos. Em contrapartida,
Garcia-Villalba e colaboradores (2015) validaram um método para a quantificacdo de
elagitaninos apos hidrolise acida, utilizando a romd como matriz. Os autores verificaram que
0 maior teor de acido elagico foi obtido apds a hidrolise acida com HCI 4 M, a 90 °C, por 4 h.
Dessa forma, os efeitos da hidrélise &cida para a liberacdo e/ou despolimerizacdo de
elagitaninos parecem variar de acordo com a matriz alimentar e com o perfil de elagitaninos

presentes no alimento, assim como as condic¢des de extracdo empregadas.
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Com a maior liberacdo de acido eldgico, promovido pela hidrolise acida, espera-se
uma maior bioacessibilidade e biodisponibilidade desse composto. No entanto, Gonzélez-
Sarrias e colaboradores (2015) avaliaram o efeito da hidrolise acida de extratos de roma sobre
a bioacessibilidade e a biodisponibilidade de elagitaninos e derivados. Um extrato continha
alto teor de elagitaninos e baixo teor de &cido elagico, e o outro continha alto teor de &cido
elagico e baixo teor de elagitaninos. Apos realizacdo do ensaio de digestdo gastrointestinal
simulada, na etapa gastrica, foi verificado que o extrato com maior teor acido elagico inicial
liberou menos acido elagico total comparado ao outro extrato, rico em elagitaninos,
demonstrando que as condi¢des estomacais podem ter despolimerizados esses elagitaninos.
Ap0s a etapa intestinal, a liberacdo de acido elagico permaneceu constante para o extrato com
alto teor de elagitaninos, enquanto aumentou cerca de 85 vezes no extrato com maior teor de
acido elagico livre. Nesse mesmo estudo, foi relatado que uma maior ingestdo de acido
elagico livre ndo aumentou suas concentracdes plasmaticas. No entanto, promoveu uma maior
excregdo urinaria de urolitinas. Até onde se sabe, esse € 0 Unico estudo realizado com seres
humanos, que se investigou o efeito da hidrolise &cida como forma de despolimerizar

elagitaninos e liberar o acido elagico livre.

3. JUSTIFICATIVA

A partir da elaboracdo de produtos a base de jabuticaba, grandes quantidades de casca
e semente, que possuem elevados teores de compostos fenolicos, em especial, os elagitaninos,
sdo geradas. Tendo em vista os potenciais efeitos benéficos desses compostos na salde, e
visando o aproveitamento integral da fruta, torna-se relevante a aplicacdo de processamentos
tecnologicos na casca e semente de jabuticaba, capazes de promover a despolimerizacdo de
elagitaninos e a sua liberacdo da matriz alimentar, favorecendo assim, a sua

biodisponibilidade e metabolizagéo.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar o efeito da hidrdlise acida sobre os teores de compostos fenolicos e no
metabolismo dos elagitaninos da casca e semente da jabuticaba, por meio de ensaio clinico

com adultos eutroficos.

4.2 Obijetivos especificos
e Avaliar o efeito da hidrdlise acida sobre o perfil de compostos fendlicos da casca e
semente da jabuticaba, com énfase nos elagitaninos;
e Investigar o efeito da hidrélise acida sobre o metabolismo de elagitaninos da casca
e semente de jabuticaba em individuos eutroficos.
e Investigar e comparar o perfil da composi¢do corporal e forma corporal dos

voluntarios em funcéo dos metabotipos de urolitinas.

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencao, preparo e armazenamento da matéria-prima

As jabuticabas foram adquiridas na Central de Abastecimento do Estado da Guanabara
(CADEG, RJ), selecionadas e sanitizadas com hipoclorito de sédio (100 ppm por 15 min). A
casca e a semente da jabuticaba foram obtidas a partir da elaboracdo do suco de jabuticaba,
extraido por arraste a vapor em suquificador. A casca e a semente foram embaladas a vacuo
(TecMag, Sao Paulo, Brasil), congeladas a -20 °C e descongeladas sob refrigeracdo para
posterior utilizacdo. Testes preliminares desenvolvidos no laboratério mostraram a
estabilidade dos compostos fendlicos da jabuticaba congelada, bem como a viabilidade de sua

utilizacdo para elaboracdo dos produtos derivados (Silva, 2019; Inada, 2018).

5.2 Elaboracéo das farinhas de jabuticaba

Com o objetivo de despolimerizar os elagitaninos, promover a liberacdo de acido

elagico e seus compostos derivados e possivelmente aumentar a sua biodisponibilidade, a
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casca e a semente da jabuticaba foram submetidas a diferentes processos de secagem (estufa e
liofilizacdo), assim como diferentes tempos de hidrdlise &cida, conforme detalhados abaixo, e

ilustrado na Figura 10.

Pro?es.san'le.nto? prévios Hidrélise 4cida ‘ Processamentos apos
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(75°C; 22 h) (75°C; 22 h)

Figura 10. Condicbes de processamento empregados na casca e na semente da jabuticaba para a

obtencdo das farinhas de jabuticaba. Criado por BioRender.com

5.2.1 Desidratagcdo da casca e semente da jabuticaba

Considerando os resultados prévios do grupo de pesquisa, com o objetivo de obter a
farinha da casca e semente de jabuticaba com maior concentracdo de acido elagico, e maior
estabilidade quimica e microbioldgica, as cascas e sementes de jabuticaba in natura foram
desidratadas em estufa com circulagdo forcada de ar (75 °C por 22 h; Tecnal®, Piracicaba,
Brasil) ou liofilizadas (-50 °C por 48 h; Labconco, Kansas, EUA) (Inada et al., 2020). Apéds a
secagem, as amostras foram moidas em moinho analitico (MF 10 Basic; IKA®, Staufen,
Alemanha) para obtencdo das farinhas de jabuticaba e armazenadas a -20 °C até 0 momento

das analises.
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5.2.2 Hidrolise acida da casca e semente de jabuticaba

Para a hidrolise acida as seguintes amostras da casca e semente da jabuticaba foram
utilizadas: in natura trituradas em moinho analitico (i), desidratadas em estufa (ii) e
liofilizadas (iii). Em um tubo de vidro tipo pyrex, amostras de casca e semente de jabuticaba
seca (5 g) e fresca (20 g) foram adicionadas de HCI 4M (24 mL e 26 mL, respectivamente), e
posteriormente as amostras foram incubadas a 90 °C durante 4 h e 6 h conforme a
metodologia de Garcia-Villalba e colaboradores (2015). Os tempos de hidrélise foram
previamente definidos seguindo resultados obtidos em outro trabalho desenvolvido pelo nosso
grupo de pesquisa (Silva, 2019). Apds o periodo de incubacdo, a mistura foi resfriada em
banho de gelo até temperatura ambiente (~ 25 °C), e em seguida, neutralizada com solucéo
saturada de NaOH até o pH 6,0. Posteriormente, as amostras foram desidratadas (em estufa e
em liofilizador), moidas e armazenadas a — 20 °C até o momento das analises. Na Figura 11
estd apresentado um resumo dos processamentos que foram empregados e as amostras de

farinha de casca e semente de jabuticaba que foram obtidas.

Amostras nao
hidrolisadas

Hidrolise acida Amostra in natura Liofilizada
In natura

4he6h hidrolisada Desidratada em estufa

e Hidrolise dcida Amostra liofilizada Liofilizada
Liofilizada 4he6h > hidrolisada
e Ons Desidratada em estufa
. Hidrolise 4cida Amostra desidratada Liofilizada
Desidratada em estufa . .
4he6h em estufa hidrolisada .
Desidratada em estufa

Figura 11. Condicdes de processamento combinados para o desenvolvimento da farinha de

jabuticaba.

5.2.3 Determinacdo do teor de compostos fendlicos por CLAE-DAD

A extracdo de elagitaninos, derivados do acido elagico e &cido galico nas farinhas de

jabuticaba, processadas (desidratada em estufa, liofilizada e hidrolisadas) e ndo processadas
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foi realizada em triplicata, de acordo com a metodologia descrita por Inada e colaboradores
(2019), por meio do emprego da extracdo de compostos fenolicos soltveis e insoluveis. Para a
extracdo de compostos fenolicos soluveis, 150 mg das amostras foram pesadas em tubos de
plastico conicos e adicionadas de 10 mL de solugdo aquosa de metanol 70% e agitadas em
vortex por 1 min. Posteriormente, os tubos foram centrifugados (4.696 g, 10 min, 20 °C) e 0
sobrenadante coletado e filtrado em filtro PVDF 0,22 um (Millipore®, Brasil). Para a extracéo
de compostos fendlicos totais, que compreende os fenolicos sollveis e insoltveis, 50 mg das
amostras foram pesadas em tubos de plastico conicos, adicionadas de 5 mL de HCI 4 M,
agitadas em vortex por 1 min e incubadas a 90 °C por 4 horas. Ap6s a incubagdo, o pH foi
ajustado a 2,5 com NaOH 10 M. Os tubos foram centrifugados (4.696 x g, 10 min, 20 °C), o
sobrenadante coletado, transferido para um baldo volumétrico de 10 mL e o volume ajustado
com agua Milli-Q. O pellet resultante da etapa anterior foi adicionado de 10 mL de solucdo de
metanol:dimetilsulfoxido (DMSO) (50:50, v/v), agitado em vortex por 2 min, e mantido em
banho de ultrassom por 15 minutos. Apos esse periodo, os tubos foram centrifugados (4.696 x
g, 10 min, 20 °C) e o sobrenadante foi coletado. Previamente as analises cromatograficas,
todos os extratos foram filtrados em filtro PVDF 0,22 um (Millipore®, Brasil).

Os extratos foram analisados quanto ao teor e o perfil de compostos fendlicos (acido
elagico, acido galico, vescalagina, castalagina) por meio do sistema de cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE). O sistema de cromatografia (Shimadzu®, Japdo) incluiu duas
bombas paralelas LC-20AD, injetor automatico SIL-20AHT, sistema controlador CBM-20A,
degaseificador DGU-20A5 e detector de conjunto de diodos (DAD) SPD-M20A. A separagédo
cromatogréafica foi realizada utilizando coluna de fase reversa (Poroshell®, 120 EC-C18, 2,7
pum, 100 mm x 3 mm, Agilent Technologies). A fase mdvel consistiu em um gradiente de
solucdo aquosa de acido formico 1% (fase A) e acetonitrila (fase B). O fluxo analitico foi de
0,5 mL/min e o volume de injecdo de 5 pL. Antes da injecdo da amostra, a coluna foi
equilibrada com 5% da fase B. Apds 7 min da injecdo da amostra, a concentracdo da fase B
aumentou para 18%, para 28% de B apds 17 min, 50% de B apds 22 min e 90% de B aos 27
min que foram mantidos até 28 min. As condic¢6es iniciais de injecdo foram restabelecidas aos
29 min e mantidas em condicéo isocratica (5% da fase B) até 35 min.

A identificacdo dos elagitaninos e &cido elagico foi realizada por DAD em 280 e 360
nm, respectivamente, por comparagdo com o tempo de retengéo e os espectros de absorcao de
padrdes comerciais. A quantificagdo foi feita por calibragéo externa. Os dados foram obtidos

pelo software (Shimadzu Corporation®, version 1.25, 2009).
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Andlises microbioldgicas

As farinhas de jabuticaba foram analisadas microbiologicamente para a pesquisa de
Escherichia coli, Salmonella sp, bolores e leveduras, seguindo os padrdes legais vigentes para
produtos desidratados de frutas (Brasil, 2019a; Brasil 2019b), de acordo com a metodologia
descrita por Downes e Ito (2001). A analise microbioldgica nas farinhas de jabuticaba para o
estudo clinico, foi realizada por um Laboratorio de Andlises de Alimentos certificado. O
laudo da analise microbioldgica demonstrou que as amostras estavam dentro do padrdo

preconizado pela legislacéo vigente.

5.3 Estudo clinico para investigar o metabolismo de elagitaninos da farinha de

jabuticaba em adultos

As farinhas da casca e semente de jabuticaba, ndo hidrolisada e hidrolisada,
selecionadas para prosseguir para o estudo clinico foram encaminhadas para uma farmacia de
manipulacdo com certificado de controle de qualidade sanitaria e microbioldgica, que fez o
acondicionamento das farinhas em cépsulas opacas. Em estudo prévio (Leite, 2023) foi
avaliada a estabilidade quimica dos compostos fendlicos das capsulas contendo farinha de
jabuticaba e verificada a sua estabilidade.

O recrutamento dos participantes da pesquisa (n = 20, eutréficos) foi realizado por
abordagem direta, por contato telefonico ou whatsapp e pelas redes sociais. Os participantes
preencheram um questionario impresso para a verificacdo do atendimento aos critérios de
elegibilidade, sendo: ter idade entre 20 e 49 anos e indice de massa corporal (IMC) entre 18,5
e 24,9 kg/m? (eutrofia) (WHO, 1995). Os critérios de exclusdo foram: analfabetos, relato de
alergias alimentares, doencas crbnicas, em especial as hepaticas, de doencas inflamatdrias
intestinais, intolerdncia a lactose, tabagistas, etilistas, gestantes ou lactantes, pessoas que
possuiam dificuldade em ingerir capsulas, que tenham feito uso recente e/ou que fazem uso
rotineiro de medicamentos e/ou suplementos nutricionais, que tenham feito uso de
antibioticos nos ultimos 3 meses e que fazem uso rotineiro de probidticos.

Nos quatro dias que antecederam a coleta de urina, os participantes da pesquisa foram
instruidos, verbalmente e por escrito, a fazer dieta isenta de alimentos fontes de elagitaninos,
incluindo: chas (derivados da Camellia sinensis), frutas vermelhas do tipo berry (ex. amora,

cereja, jabuticaba, mirtilo, morango, uva, dentre outras), roma, sementes oleaginosas (ex.
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amendoim, castanhas, nozes, dentre outras) e qualquer produto derivado destes alimentos.
Dois dias antes da coleta de urina, os participantes iniciaram uma restricdo da ingestdo de
alimentos fontes de outros compostos fenolicos, em especial cacau, café, cereais integrais,
cerveja, chas, frutas, hortalicas e vinho. Para maior controle dos alimentos consumidos, foram
aplicados registros alimentares de 24 horas durante os dias do estudo.

Foi realizado um estudo do tipo crossover randomizado cego, no qual cada individuo
participou de dois diferentes testes, que consistiram na ingestdo de capsulas (quatro ou seis),
contendo 3 g de farinha de jabuticaba (FJ) e farinha de jabuticaba hidrolisada (FJH) (Figura
12), com washout de duas semanas. Essa dose foi definida com base em um teste prévio
realizado com dois participantes, sendo um baixo produtor de urolitinas e um alto produtor de
urolitinas. A selecdo desses voluntarios foi baseada em estudo prévio do grupo de pesquisa
(Leite, 2023). Nesse teste observou-se que a ingestdo de 3 g de casca e semente de jabuticaba
foi suficiente para detectar os metabolitos de urolitinas na urina de ambos os individuos,

mesmo na do baixo produtor.

Washout
é (14 dias) @
® & o @
@ @ o @
v | 4
Farinha de jabuticaba Farinha de jabuticaba
I (n=10) (n=10)
Randomizagio
(n=20)
. e Farinha de jabuticaba Farinha de jabuticaba
Bt m=13 hidrolisada hidrolisada
(n=10) (n=10)

Figura 12. Desenho experimental do estudo clinico crossover randomizado cego. Criado por

BioRender.com

Os voluntarios foram orientados quanto a coleta adequada da urina, armazenamento e
o transporte foi realizado pelo pesquisador conforme as recomendacGes de Delanghe e
Speeckaert (2016). Ap0s a ingestdo das capsulas, toda a urina excretada nos intervalos de 0-4
h, 4-8 h, 8-12 h, 12-24 h, 24-36 h, 36-48 h e 48-72 h foi coletada (Figura 13). A coleta de
urina foi realizada em frascos plasticos com tampa rosqueavel e capacidade de 1 L. O volume
total em cada intervalo foi aferido, assim como sua densidade e as aliquotas de urina foram
armazenadas a — 20 °C, em tubos conicos plasticos de 15 mL com tampa rosqueavel, até a

realizacdo das analises. O volume excedente de urina foi descartado no vaso sanitério. Apés a
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realizacdo das andlises previstas no projeto e possiveis repeticdes para confirmacdo de
resultados, os tubos contendo as aliquotas de urina armazenadas foram dispostos em saco
branco leitoso com o simbolo de material infectante, devidamente identificado e descartados
em cacambas de infectante localizadas no Centro de Ciéncias da Salde da UFRJ. No
momento da entrega do material necessario para o inicio do estudo, foram realizadas as
medidas antropomeétricas (Figura 13).

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUCFF/UFRJ
sobre o nimero CAAE: 35307020.1.0000.5257, nimero do comprovante: 077732/2020.

- Anilises
antropométricas

Inicio do Consumo
estudo  das vupsulas

|
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-4dias -2dias 04 48 812 12-24 24-36 36-48 48-72

Intervalo de coleta de urina (h)

Dieta isenta de compostos fendlicos

Dieta isenta de elagitaninos

Figura 13. Diagrama ilustrativo dos procedimentos realizados de coleta das urinas e dados

antropomeétricos.

5.3.1 Preparo das amostras de urina e analise dos metabdlitos de elagitaninos por

cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

As amostras de urina foram descongeladas, homogeneizadas em vértex e
centrifugadas (14.324 x g, 10 min, 10 °C), o sobrenadante foi coletado e adicionado de etanol
(2:1, viv) para a precipitacdo das proteinas. As amostras foram agitadas por vortex por 3 min,
centrifugadas (14.324 x g, 10 min, 10 °C) e armazenadas a — 20 °C por 24 h. Para as analises
por CLAE as amostras foram filtradas em filtro PVDF 0,22 um (Millipore®, Brasil). A
identificacdo e a quantificacdo dos metabdlitos de urolitinas foram realizadas em equipamento
CLAE-DAD e coluna de fase reversa C18, de acordo com a metodologia descrita por Garcia-
Villalba e colaboradores (2016). As condicbes cromatograficas foram semelhantes as
descritas no item 5.2.3, exceto no comprimento de onda que para essa analise foi de 305 nm.
A identificacdo dos compostos foi realizada por comparagdo dos espectros de absorbancia e
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dos tempos de retengdo apresentados por Garcia-Villalba e colaboradores (2016), ao

utilizarem um fator de corre¢éo para cada metabolito, a partir da curva padréo urolitina A.

5.4 Antropometria e aspectos morfoldgicos corporais da amostra.

Para a caracterizacdo dos voluntarios quanto ao estado nutricional e composicao
corporal, empregou-se as técnicas antropométricas da Sociedade Internacional para o Avango
da Cineantropometria (ISAK). Os procedimentos pré-coleta foram atendidos e o pesquisador
responsavel pelas aferi¢cdes possuia acreditacdo ISAK de antropometrista nivel 2.

5.4.1 Variaveis antropometricas

As varidveis antropométricas avaliadas foram: massa corporal, estatura, dobra cutanea
do triceps, dobra cutanea subescapular, dobra cutanea supraespinal, dobra cutanea da perna,
didametro do Umero, didametro do fémur, perimetro do braco contraido e perimetro da perna.

Para realizacdo da coleta, os individuos foram orientados a ndo realizarem exercicios
fisico momentos antes (24 h) e apresentar-se para avaliagdo com vestimentas adequadas
(homens: bermuda e camisa regata ou sunga; mulheres: bermuda acima do joelho e top de
alca ou biquini) conforme sugerido pela ISAK.

Para realizacdo da medida de massa corporal foi utilizada uma balan¢a mecanica
(colocar marca e modelo da balanga) que forneceu dados com oscilagbes em torno de 100 g.
Apos medicdo de cada voluntario foi realizada uma nova calibracéo da balanga.

A estatura foi aferida pela distancia do vértex até parte mais inferior dos pés. Com o
avaliado em posicdo anatdmica, com 0s pés juntos em contato com a parede, e com o plano
Frankfort devidamente orientado, foi solicitado que o avaliado realizasse uma inspiracdo
profunda e manté-la até o final da medida. A medida foi realizada por um estadidmetro
protatil.

No nivel do ponto meso-umeral, na face posterior do braco, foi aferida a dobra cutanea
do triceps, no sentido longitudinal. Para afericdo da dobra cutanea subescapular (Figura
14C), foi posicionado o plicobmetro perpendicular ao ponto de referéncia da dobra
subescapular. Na dobra cutanea supraespinhal, a referéncia foi a interseccdo dos pontos
antropométricos espinha iliaca, crista iliaca e linha axilar média. Essa dobra foi medida no

sentido obliquo. A dobra cutanea da perna foi aferida no sentido longitudinal, tendo a medida
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no ponto de maior massa muscular da face medial da perna com avaliado posicionado com o
pé direito em cima do banco antropométrico.

Os diametros 6sseos de Umero (Figura 14D) e fémur, foram aferidos a partir das
distancias dos epicondilos medial e lateral do umero, e condilos medial e lateral do imero,
respectivamente. Os perimetros de brago contraido e perna, teve como referéncia o ponto de

maior massa muscular do braco (com cotovelo flexionado a 90°) (Figura 14B) e da perna.

Figura 14. Varidveis antropométricas. Estatura (A), exemplo de perimetria (B = perimetro de braco),

dobra cutanea (C = dobra cutanea subescapular) e didmetro 6sseo (D = biepicondilar do Gmero).
5.4.2 Equipamentos utilizados

A medida de massa corporal foi verificada através da balanca mecanica Wellmy®
calibrada para cada voluntério. Para aferir a dobra cuténea foi utilizado o adipémetro digital e
cientifico da marca Avanutri®. Trena metélica (2 m), paquimetro clinico (15 cm) e

segmOmetro (2 m) da marca Cescorf® foram utilizados para as medidas de perimetro,
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didametro 0sseo e marcacdo do ponto antropométrico mesoumeral, respectivamente. A

estatura foi verificada utilizando o estadiométro portatil da marca Avanutri®.

5.4.3 Composicao corporal

Para estimativa da composicao corporal foi utilizado o modelo de dois componentes,
no qual a massa corporal total é discriminada em massa gorda e massa livre de gordura. Para
estimativa da massa gorda foi utilizado o modelo duplamente indireto de dobra cutanea
através da equacdo de Petroski (1995). O indice de massa corporal (IMC) foi calculado
através da equacdo:

massa corporal (kg)
estatura (m)?

IMC =

O percentual de gordura de homens e mulheres foi estimado através das equacdes para
estimativa da densidade corporal em adultos apresentados por Petroski (1995). As variaveis
utilizadas para isso, foram as dobras cutaneas: subescapular, tricipital, suprailiaca e

panturrilha medial.

5.5.4 Somatotipo

De acordo com Filho e colaboradores (2019), baseando-se na origem embrionaria dos
tecidos, segundo Sheldon mudou a expressdo anteriormente chamada de biotipo para
somatotipo, e buscou descrever que cada individuo apresenta endomorfismo, mesomorfismo e
ectomorfismo. A antiga técnica de Sheldon consiste em fotografar o individuo de frente,
costas e perfil. A partir de técnicas antropomeétricas, foi calculado o somatotipo conforme
sugerido por Carter e Heath (1990). Para o célculo da endomorfia, foram utilizados a estatura
(cm) e as medidas das dobras cutaneas (mm) do triceps, subescapular e supraespinhal,

utilizando-se a seguinte formula, descrita por Filho e colaboradores (2019):

somatoério das dobras x 170,18
estatura

Endomorfia =
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Para o componente de mesomorfia foi empregado as variaveis de diametros do Gmero
(cm) (DU) e do fémur (DF), dobras cutaneas de braco (DCB) e de perna (DCP), perimetros de

perna (PB) e do brago contraido (PB) e a estatura (cm), de acordo com a seguinte equagao:

Mesomorfia = (0,58 x DU) + (0,601 x DF) + 0,188 x (PB — DCB)
+ 0,161 x (PP — DCP) — (0,131 X estaura) + 4,5

0,58 (DU) + 0,601 (DF) + 0,188 (PB-DCB) + 0, 161 (PP-DCP) - 0,131 (Estatura) +
4,5 (Filho et al., 2019).
A estatura e a massa corporal sdo as Unicas variaveis necessarias para determinacao da

ectomorfia, através do indice ponderal conforme a seguir:

estatura
3 /kg

Se o indice ponderal for igual ou menor que 38,25 a ectomorfia é igual a 0,1. Se for

Indice Ponderal (IP):

menor do que 40,75 e maior que 38,25 a equagéo passa a ser:
Ectomortia = (0,463 x IP) —17,63

Se for maior que 40,75, passa a ser:
Ectomortfia= (0,732 x IP) —28,58

Para classificacdo do somatotipo (endomorfismo, mesomorfismo e ectomorfismo), os
valores encontrados para cada componente foram considerados por ordem de predominancia
(Rocha, 2008; Pompeu, 2020) (Tabela 1).
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Tabela 1. Critérios para classificagdo do somatotipo.

Classificacéo

Critérios utilizados para classificacao

Central

Os trés componentes sdo iguais, ndo diferindo mais que meia

unidade.

Endomorfo-ectomorfico

A endomorfia é dominante e a ectomorfia € maior do que a

mesomorfia.

Endomorfo equilibrado

A endomorfia é dominante e a mesomorfia e a ectomorfia sdo

iguais (ou nédo diferem em mais de meia unidade).

Endomorfo-mesomoérfico

A endomorfia é dominante e a mesomorfia é maior do que a

ectomorfia

Endomesomorfo

A endomorfia e a mesomorfia sdo iguais (ou ndo diferem em

mais de meia unidade), e a ectomorfia € menor.

Mesomorfo-endomérfico

A mesomorfia € dominante e a endomorfia € maior do que a

ectomorfia.

Mesomorfo equilibrado

A mesomorfia € dominante e a endo e a ectomorfia sdo iguais

(ou ndo diferem em mais de meia unidade).

Mesomorfo-ectomérfico

A mesomorfia é dominante e a ectomorfia € maior do que a

endomorfia.

Mesoectomorfo

A mesomorfia e a ectomorfia sdo iguais (ou ndo diferem em

mais de meia unidade), e a endo é menor.

Ectomorfo-mesomorfico

A ectomorfia € dominante e a mesomorfia € maior do que a

endomorfia.

Ectomorfo equilibrado

A ectomorfia é dominante; a endo e a mesomorfia sdo iguais (ou

ndo diferem em mais de meia unidade).

Ectomorfo-endomorfico

A ectomorfia é dominante e a endomorfia é maior do que a

mesomorfia.

Endomorfo-ectomorfico

A endomorfia e a ectomorfia sdo iguais (ou ndo diferem em

mais de meia unidade), e a mesomorfia € menor.

Além dessa classificacdo o presente estudo também calculou as coordenadas de cada

voluntario frente ao somatocarta. O somatocarta € um modelo esquematico de representacao

dos trés componentes (Filho et al., 2019; Pompeu, 2020). Para calcular as coordenadas para o
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posicionamento do somatocarta, foi utilizado a seguinte equagdo: X= Ectomorfia —

endomorfia; Y= 2 mesomorfia — ectomorfia + endomorfia.

5.5 Analises estatisticas

A extracdo dos compostos fendlicos foi realizada em triplicatas, e a identificacdo e
quantificacdo dos metabdlicos presentes na urina foi realizado em duplicatas. A analise
estatistica descritiva dos dados (média, desvio-padréo e coeficiente de variacdo) foi realizada
no software Excel® (Microsoft Office, 2007). A distribuicdo dos dados, para a escolha dos
métodos estatisticos a serem empregados, foi avaliada através dos testes de Shapiro-Wilk e
Kolmogorov-Smirnov. O efeito dos diferentes processamentos tecnoldgicos no teor de
compostos fendlicos do pé da casca e semente de jabuticaba foi avaliado por analise de
variancia (One-way ANOVA), seguida de pds-teste de Tukey. A comparacdo das médias de
excrecdo dos metabolitos nos diferentes intervalos de coleta de urina foi realizada pelo teste
de Friedman, seguido pelo pos-teste de comparagdes multiplas de Dunn’s. O efeito da
hidrolise acida na excregdo dos metabdlitos urinarios foi avaliado por meio teste de Wilcoxon.
O teste de qui-quadrado foi utilizado para associar as varidveis antropométricas com 0
metabolismo de elagitaninos. O software GraphPad Prism® versdo 8.0 foi utilizado para
realizar as analises estatisticas, e os resultados foram considerados significativos quando p <
0,05.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Condicgbes de processamento do residuo da casca e semente de jabuticaba

Com objetivo de definir a condigdo de processamento que proporcione um maior teor
de acido elagico soluvel, ou seja, potencialmente mais biodisponivel, foram realizadas
combinagcbes de procedimentos de secagem e tempo de incubacdo de hidrolise acida.
Previamente a realizacdo da hidrolise acida foi estabelecido, de acordo com estudos anteriores
do nosso grupo de pesquisa (Inada et al., 2019), as seguintes condicdes: (i) casca e semente de
jabuticaba in natura; (ii) casca e semente de jabuticaba desidratada em estufa (75 °C/22 h);
(iii) casca e semente de jabuticaba desidratada por liofilizacdo (-50 °C/48 h). Sendo essas as

amostras que foram comparadas com as amostras hidrolisadas.
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A partir dessas trés amostras iniciais, as mesmas foram submetidas a hidrélise acida
por 4 h e por 6 h. Apds a hidrolise, para a obtencdo da farinha de jabuticaba, as amostras
foram desidratadas em estufa ou por liofilizacdo, seguindo 0s mesmos parametros descritos
acima. O teor de &cido elagico soluvel encontrado a partir de combinagBes dos
processamentos descritos acima estdo apresentados na Figura 14.

Bl [nnatura
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S .
? 1500 - P77 |nnatura; liofilizada
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néo hidrolisadas Amodrashidrolisadas

Figura 15. Teor de &cido eldgico solivel nas amostras de casca e semente de jabuticaba nédo
hidrolisadas e hidrolisadas. O asterisco indica diferenca significativa, considerando o método final de
secagem (estufa vs. liofilizador) no mesmo tempo de hidrélise acida. A hashtag indica diferenca

significativa entre as amostras hidrolisadas por 6 h e posteriormente liofilizadas. bs = base seca.

Entre as amostras nao hidrolisadas (in natura, seca em estufa e liofilizada), ndo foram
observadas diferencas significativas no teor de acido elagico (em média 520,6 mg/100 @)
(Figura 15), ou seja, a secagem previamente a hidrolise acida ndo influenciou o teor de acido
elagico soltvel. Assim como no presente estudo, Inada e colaboradores (2019) também néo
observaram diferenca significativa ao comparar o teor de acido elagico da farinha da casca e
semente da jabuticaba obtida por liofilizacdo e por secagem em estufa (ambas condi¢cbes
similares as usadas no presente trabalho). No entanto, esses autores encontraram valores
inferiores (em média 293 mg/100 g) aos observados no presente estudo. Essa diferenca
encontrada no teor de acido elagico soluvel pode estar relacionada a condi¢des de obtencdo da
casca e semente da jabuticaba, bem como anos de colheita diferentes.

Ao avaliar o efeito do tipo de desidratacdo (secagem em estufa vs. liofilizacdo) apds a

hidrolise acida, foi observado que as amostras que sofreram liofilizacdo apresentaram maior
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teor de acido elagico (em média 1.733,9 mg/100 g) quando comparadas as amostras
desidratadas em estufa (em média 249,9 mg/100 g) (Figura 15). Ao comparar o tempo de
hidrolise (4 h e 6 h) observou-se que as amostras hidrolisadas por 6 h e liofilizadas apos a
hidrélise apresentaram maior teor de acido elagico (1.829,7 mg/100 g) quando comparadas as
amostras que foram hidrolisadas por 4 horas (1.575,0 mg/100 g). Ao passo que para as
amostras que foram submetidas a secagem em estufa apos a hidrolise ndo foi observada
diferenca no teor de acido elagico quando hidrolisadas por 4 h (250,7 mg/100 g) e por 6 h
(249,1 mg/100 g). Portanto, os resultados obtidos demonstram que a secagem por liofilizag&o
apos a hidrélise &cida € o método que preserva o acido eldgico. Apesar do &cido elagico ser
uma molécula altamente termoestavel, possuindo ponto de fusdo e de ebulicdo de 450 °C e
796 °C, respectivamente (Muthukumaran et al., 2017), apds hidrdlise, esse composto
demonstrou ser mais sensivel a degradacéo térmica.

Dentre os elagitaninos ja descritos na jabuticaba (castalagina e vescalagina), a
vescalagina foi identificada apenas na amostra liofilizada (sem hidrdlise) e na amostra que foi
liofilizada previamente a hidrdlise &cida, hidrolisada por 4 h e posteriormente desidratada em
estufa (Figura 16). Nessas mesmas amostras também foi identificado a castalagina, sendo
esse composto também identificado na amostra seca em estufa (sem hidrdlise). Em
comparagédo, os teores de vescalagina e castalagina foram significativamente superiores nas
amostras sem hidrélise (tanto liofilizada quando desidratada em estufa) quando comparado a
amostra hidrolisada (Figura 16).
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Figura 16. Teores de vescalagina e castalagina nas amostras de casca e semente de jabuticaba nédo

hidrolisada e hidrolisada.

Esses resultados indicam que o processo de secagem por liofilizacdo e a secagem por
estufa aumentam de modo significativo o teor de castalagina. No entanto, ndo foi possivel
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identificar a vescalagina na amostra seca em estufa e em outras amostras analisadas nesse
estudo, com excecdo das amostras liofilizadas, hidrolisadas por 4 h e seca em estufa. Inada e
colaboradores (2019) encontraram em média 740 mg/100 g de vescalagina apos a liofilizacéo
da casca e semente de jabuticaba. No presente trabalho, o teor de vescalagina para essa
mesma amostra foi similar (675 mg/100 g) ao relatado por Inada e colaboradores (2019), que
também verificaram um alto teor de vescalagina na farinha de jabuticaba seca em estufa (75
°C por 22 h). No entanto, no presente estudo esse composto nao foi identificado. Entretanto,
assim como visto por Inada e colaboradores (2019), foi identificado a presenca de castalagina
na amostra seca em estufa (75 °C por 22 h). Porém os valores encontrados no presente
trabalho (266 mg/100 g) foram menores comparado ao descrito pelos autores (561 mg/100 g).
O teor de castalagina para amostra liofilizada foi um terco do que foi relatado por Inada e
colaboradores (2019).

A condicdo de processamento selecionada para o estudo clinico foi o uso da amostra
desidratada em estufa, seguida de hidrdlise acida por 6 h e liofilizada ap6s a hidrolise. A
escolha dessas condicdes levou em consideracdo o maior teor de &cido elagico sollvel e o
custo operacional do procedimento, pensando na elaboracdo de maior quantidade de produto.
Nesse contexto, a amostra utilizada no estudo clinico nomeada de farinha de jabuticaba (FJ)
refere-se a amostra que foi desidratada em estufa (75 °C por 22 h), e a amostra nomeada de
farinha de jabuticaba hidrolisada (FJH) refere-se aquela que foi desidratada em estufa (75 °C
por 22 h), em seguida submetida a hidrdlise acida 6 h e posteriormente desidratada por

liofilizacéo.

6.2 Efeito da hidrolise &cida sobre o metabolismo de elagitaninos da casca e semente

da jabuticaba em adultos.

Vinte voluntérios eutréficos concluiram o estudo, sendo 7 mulheres e 13 homens, com
idade média de 29 anos, IMC de 23 kg/m?2 e percentual de gordura de 14% (Tabela 2). Quatro
dias antes do consumo das capsulas, e durante a coleta de urina por 72 h, os voluntarios
relataram verbalmente sua ingestdo alimentar diaria via rede social privada. Todos 0s
voluntarios foram previamente orientados quanto a restricdo alimentar e incentivados a

declarar quaisquer desconfortos oriundos do consumo das cépsulas.
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Tabela 2. Sexo, idade, IMC, somatério das quatro dobras cutaneas (triceps, suprailiaca,

subescapular e perna) e percentual de gordura dos voluntarios que participaram do estudo.

Sexo Idade (anos) IMC (kg/m?) > 4DC (mm) %PG

Homens (n = 13) 26,8 £5,2 23,8+1,6 35,2+13,0 10,2+5,4
Mulheres (n =7) 33,3+6,5 19675 44,8 + 17,7 209+14
Total (n = 20) 29,3+6,4 23,1+19 41,0+ 13,0 144+6,2

IMC = indice de massa corporal; Y} 4DC = somatdrio das quatro dobras cutaneas; PG = percentual de gordura.

Para o estudo clinico foram administradas 4 capsulas contendo a FJ (cada capsula
contendo 0,75 g da farinha) e 6 capsulas contendo a FJH (cada capsula contendo 0,50 g da
farinha). A diferengca na quantidade de cdpsulas administradas se deve ao fato das farinhas
terem apresentado densidades diferentes. No entanto, ressalta-se que para ambos os testes
foram administrados 3 g da farinha de jabuticaba. A dose de acido elagico soltvel ofertada
com o consumo da FJ e da FJH foi, respectivamente, 13,3 mg e 32,5 mg (Figura 17A). O teor
total de &cido eldgico total ofertado foi de 313,9 mg e 206,4 mg (Figura 17C), ap6s o
consumo da FJ e da FJH respectivamente.
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utilizadas no estudo clinico. bs = base seca. Teste t ndo pareado.

Apds o consumo das capsulas, os voluntarios foram categorizados em metabotipos A,
B ou 0, seguindo a classificacdo definida por Toméas-Barberan e colaboradores (2014). Essa
estratificacdo do metabotipo foi realizada apds o consumo da FJH, visto que alguns
voluntarios produziram maior variedade de metabdlitos apds a ingestdo desta farinha,
conforme sera detalhado adiante. No presente trabalho foi verificado uma maior frequéncia de
individuos metabotipo A (45%), seguido por metabotipo B (40%) e metabotipo 0 (15%)
(Figura 18). Ao avaliar a distribuicdo de metabotipo por sexo, foi observado uma diferenca
no perfil, no qual, para os homens 46,1% eram metabotipo A, 30,8% metabotipo B e 23,1%
metabotipo 0. Ja nas mulheres, 57,1% foram classificadas como metabotipo B e 42,9% como
metabotipo A, ndo tendo sido observado mulher classificada como metabotipo 0. Em um
estudo recente envolvendo a avaliagdo do metabotipo de urolitinas em mulheres gestantes (n

= 32) acompanhadas ao longo de um ano, também foi relatada a auséncia de metabotipo 0
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nessa populagdo (Cortés-Martin et al., 2019). Em outro trabalho, Garcia-Mantrana e
colaboradores (2019) ao investigar se 0s metabotipos de urolitinas estava associado a
modulacdo da microbiota intestinal, verificaram na amostra composta por 27 individuos
saudaveis a auséncia de individuos metabotipo 0. Esse comportamento dos dados (auséncia de
UM-0) ainda nédo tinha sido observado em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa
(Leite, 2023; Inada et al., 2019) e em outros trabalhos (Gonzalez-Sarrias et al., 2015;
Gonzalez-Sarrias et al., 2016; Tomas-Barberan et al., 2014; Selma et al., 2018).

Todos os voluntarios

Homens n=20 Mulheres

n=13 n=7

Figura 18. Distribuicdo dos metabotipos de urolitinas nos voluntarios que participaram do estudo.

Considerando dados da literatura com individuos eutroficos, assim como o0s
voluntarios do presente estudo, observa-se um perfil de distribuicdo diferente. Até o presente
momento apenas dois estudos relataram o metabotipo de urolitinas apdés o consumo de
jabuticaba, no qual um deles reportaram 53% de individuos metabotipo A, 21% de
metabotipo B e 26% de metabotipo 0 (Inada et al., 2019). O percentual de distribuicdo que
mais se distancia dos dados do presente trabalho esté relacionado a distribui¢do de voluntérios
classificados como metabotipo B e 0. Cabe ressaltar, que Inada e colaboradores (2019)

verificou uma alta prevaléncia de diarreia apds o alto consumo de FJ, acarretando também
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numa diferenca na distribuicdo dos voluntarios nos metabotipos. Em comparacdo, individuos
com a ocorréncia de diarreia foram mais prevalentes nos metabotipos B e 0, em comparacdo
aos individuos sem diarreia. Contrariando esses dados e os do presente trabalho, Leite (2023)
ao avaliar o metabotipo de individuos eutréficos ap6s o consumo crénico utilizando a
jabuticaba como fonte de elagitaninos, verificou uma maior prevaléncia de individuos
metabotipo B (67% a 75%), seguido de individuos metabotipo A (12,5% a 16,7%) e
metabotipo 0 (8,3% a 20,8%). Ressalta-se que esses dois estudos citados e o presente trabalho
tiveram o nimero de voluntarios similares (cerca de 20).

Acerca da investigacdo do metabotipo de urolitinas através do consumo de outras
matrizes alimentares, Selma e colaboradores (2018) verificaram que apds o consumo de 30 g
de nozes com casca por voluntarios eutréficos (n = 10), 70% foram classificados como
metabotipo A, 20% metabotipo B e 10% metabotipo 0. Ainda em individuos eutréficos,
Gonzaléz-Sarrias e colaboradores (2015) observaram que 80% dos voluntarios eram
metabotipo A, 10% metabotipo B e 10% metabotipo 0, apds o consumo de extrato de roma.
Apenas o0 estudo de Zhang e colaboradores (2020) apresenta uma distribuicdo entre os
metabotipos A, B e 0 muito similar a observada no presente trabalho. Tais autores relataram
que apds consumo de uma xicara de framboesa, os voluntarios (n = 10) apresentaram uma
distribuicéo de 40% como metabotipo B, 50% metabotipo A e 10% metabotipo 0.

Apds o consumo da FJ e da FJH, seis metabdlitos foram identificados na urina:
urolitina A 3/8-glucuronideo, isourolitina A 3/9-glucuronideo, urolitina B, urolitina B-
glucuronideo, urolitina A e isourolitina A (Tabela 3). Esses mesmos metabodlitos foram
identificados nas amostras de urina de voluntarios no estudo de Leite (2023), que utilizou
quantidade similar de elagitaninos a do presente estudo. Ademais, a farinha de jabuticaba
ofertada pela autora foi obtida da mesma maneira que a FJ do presente trabalho. Em
contrapartida, Inada e colaboradores (2019) identificaram e quantificaram 13 metabdlitos de
elagitaninos (urolitina A 3-glucuronideo, urolitina A-sulfatada, urolitina A, isourolitina A 3-
glucuronideo, isourolitina A 9-glucuronideo, isourolitina A, urolitina B-glucuronideo,
urolitina B-sulfatada, urolitina B, urolitina C, urolitina M6, urolitina M7 e &cido elagico) apos
0 consumo de uma sobremesa contendo 20 g de po de casca e semente de jabuticaba. De
acordo com os autores, essa quantidade inédita de metabolitos foi atribuida a elevada
quantidade de elagitaninos soltveis (148 mg de vescalagina e 179 mg de castalagina) e acido

elagico soltvel (62 mg) consumida pelos voluntarios. Essa quantidade elevada resultou em
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efeitos adversos como diarreia, relatado em 63% dos voluntarios, devido ao efeito laxativo
dos elagitaninos.

Considerando a excrecdo total das urolitinas, observou-se que a urolitina A 3/8-
glucuronideo foi o metabdlito principal, representando, respectivamente, 50% e 56% do total
de urolitinas excretado ao longo das 72 h de estudo, apds o consumo da FJ e da FJH.
Ademais, esse composto também foi o metabdlito mais frequente, tendo sido identificado em
14 voluntarios (70%) apo6s o consumo da FJ e em 13 voluntarios (65%) apds o consumo da
FJH (Tabela 3). A isourolitina A 3/9-glucoronideo foi o segundo metabdlito identificado em
maior quantidade, representando, respectivamente, 21% e 20% do total de urolitinas
excretado ao longo das 72 h de estudo, ap6s o consumo da FJ e da FJH. Assim como ja
relatado anteriormente em outros estudos, as formas mais abundantes de urolitinas
encontradas nesta dissertacdo foram as formas conjugadas, principalmente as glucoronidadas
(Leite, 2023; Inada et al., 2019; Gonzalez-Sarrias et al., 2015; Gonzélez-Sarrias et al., 2016).

Apesar de ter sido identificado metabdlito ja no primeiro intervalo de coleta de urina
(0-4 h) (Tabela 3) ressalta-se que foi apenas um metabdlito (urolitina B-glucuronideo), em
apenas um voluntario, e somente apos o consumo da FJH. A urolitina B-glucuronideo e a
isourolitina A 3/9-glucuronideo foram o0s Unicos metabolitos identificados no segundo
intervalo de coleta de urina (4-8 h), em apenas dois voluntarios ap6s o consumo da FJH.
Somente a partir do intervalo de 8-12 h ap6s o consumo da FJ, que os metabdlitos foram
identificados nas amostras de urina.

A concentracdo total urinaria de urolitinas apds o consumo da FJ foi diferente apenas
no intervalo de coleta de urina de 8-12 h (0,11 umol) em comparagdo ao intervalo de 24-36 h
(3,67 umol) (Tabela 3). Apés o consumo da FJH, a diferenca na concentragdo total de
urolitinas foi observada entre o intervalo de coleta de 8-12 h (0,29 umol), 24-36 h (4,79
umol) e 36-48 h (4,02 umol). No entanto, ndo foi observada diferenca significativa entre os

intervalos de coleta ao avaliar cada metabdlito separadamente.
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Tabela 3. Excregédo urinaria de metabdlitos (umol) em diferentes intervalos de coleta apds o consumo da farinha de jabuticaba (FJ) e da farinha

de jabuticaba hidrolisada (FIH)™.

Intervalo de coleta

Metabélito Teste 0-4 h 4-8h 8-12h 12-24 h 24-36 h 36-48 h 4872 h
EJ LD LD 0,08 + 0,262 1,01 +1,902 1,77 £ 2,292 1,24 + 1,842 1,92 + 2,542
Urolitina A 3/8-glucuronideo n=2 . n=7 . n=12 . n=8 . n=9 .
EIH LD LD 0,20 £ 0,51 1,55+ 2,93 2,86 £ 3,16 2,13 +2,03 1,89 +2,74
n=3 n=8 n=11 n=12 n==8
EJ LD LD 0,02+0,082 0,40+0,798 0,59 +1,152 0,47 £ 0,942 1,08 + 2,102
Isourolitina A 3/9-glucuronideo . n=1 n=>s . n=2o . n=4 . n=> .
EIH LD 0,18 £ 0,70 0,05 +0,16 0,64 +£0,97 0,92 +1,41 0,58 +1,17 0,65+ 1,67
n=2 n=2 n="7 n=9 n=4 n=3
Ej LD LD 0,01 £0,058 0,16 £+0,45* 0,44 +0,892 0,29 + 0,642 0,59 +1,722
Urolitina B-glucuronideo . . n=1 . n=3 . =5 . n=4 . n=2 .
EIH 0,02 + 0,09 0,05 +0,15 0,01 £0,05 0,16 + 0,43 0,32 +0,57 0,37 £ 0,86 0,30 + 0,87
n=1 n=2 n=1 n=3 n==6 n=4 n=3
= LD LD LD 0,33 512,07a 0,54r1] i_12,81a 0,1%111(1,523 0,55ni_21,39a
Urolitina A . A oo A ara oo N ona
EIH LD LD 0,03 +0,13 0,09 +£0,39 0,36 £1,15 0,61 +2,27 0,18 +£ 0,80
n=1 n=1 n=2 n=2 n=1
FJ LD LD LD LD 0,2?1{11,0761 0’1‘:1 {%633 LD
Isourolitina A - -
EIH LD LD LD 0,14 £0,622 0,23 £1,002 0,08 £0,332 LD
n=1 n=1 n=1
FJ LD LD LD LD LD LD LD
Urolitina B
EIH LD 0,01 £0,052 LD LD 0,10 + 0,442 0,26 £0,752 0,33 +£1,042
n=1 n=1 n=3 n=2
EJ LD LD 0,114+0,32> 1,87+2,84% 3,67+4,042 232+222% 411+5,6%®
Total de urolitinas . be n=2 be n=9 abe n=15 . n=14 . n=12 b
EIH 0,02 £ 0,09 0,24 +£0,88 0,29 £ 0,57 2,57 +3,34 4,79 +4,48 4,02 +3,79 3,36 £3,82
n=1 n=2 n=5 n=12 n=16 n=17 n=13

'Resultados expressos como média + DP. Diferentes letras sobrescritas no mesmo teste séo diferentes significativamente (teste de Friedman seguido de teste de

comparagdes multiplas de Dunn’s, p < 0,05). LD = abaixo do limite de deteccéo.
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A concentracdo urindria total de urolitinas foi diferente entre os testes apenas nos
intervalos de coleta de 24-36 h e 36-48 h, sendo, respectivamente, 31% maior e 73% maior
apos o consumo da FJH quando comparada ao consumo da FJ (Figura 19). Ao avaliar os
metabolitos individuais, foi observada maior excrecdo urinaria apenas para a urolitina A 3/8-
glucuronideo, no periodo de 24-36 h (Figura 20A) ap6s o consumo da FJH, tendo sido

observada tendéncia no intervalo de coleta de 36-48 h (Figura 20B).

p=0.0337 p=0.0202
20 _ A 20— 0 B
@ 15 3 15
= c
2~ =~
S 9 S ©
5 & 101 5E 101
=l g
B B
5 54
0 ~— ' 0- !
FJ FJIH FJ FJH

Figura 19. Excrecdo urinaria total de urolitinas (umol) nos intervalos de coleta de 24-36 h (A) e 36-48
h (B) ap6s o consumo da farinha de jabuticaba (FJ) e da farinha de jabuticaba hidrolisada (FJH).

Diferenga entre os testes foram consideradas significativas quando p < 0,05 (teste de Wilcoxon).
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Figura 20. Excrec¢do urinaria de urolitina A 3/8-glucuronideo (umol) nos intervalos de coleta de 24-36
h (A) e 36-48 h (B) apds o consumo da farinha de jabuticaba (FJ) e da farinha de jabuticaba
hidrolisada (FJH). Diferenca entre os testes foram consideradas significativas quando p < 0,05 (teste

de Wilcoxon).
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Gonzélez-Sarrias e colaboradores (2015) investigaram se a biodisponibilidade do
acido elagico poderia ser afetada pela quantidade de acido elagico livre consumido. Para isso,
foi conduzido um estudo crossover no qual 20 voluntarios (10 homens e 10 mulheres)
consumiram extrato de roma com alto teor de 4cido elagico (130 mg de punicalagina + 524
mg de acido elagico) e alto teor de elagitaninos (279 mg de punicalagina + 25 mg de acido
elagico). Os resultados apontaram que a maior oferta de &cido elagico livre (21 vezes) ndo
aumentou a sua biodisponibilidade, mas promoveu uma maior producédo de urolitinas. Para o0s
individuos metabotipo A (n = 16), a excrecdo de total de urolitinas na urina (0-72 h) foi 2
vezes superior, e 3 vezes superior para individuos metabotipo B, ap6s o consumo do extrato
com maior teor de acido elagico em comparacgdo ao extrato com menor teor de acido elagico.
Em nosso estudo, a maior oferta de acido elégico livre (2,5 vezes maior em FJH) aumentou
em 1,33 vezes a excrecdo total de urolitinas no intervalo de 0-72 h apds o consumo (Figura
21). A diferenca da dose de &cido elagico livre administrada no presente estudo é
consideravelmente inferior ao de Gonzalez-Sarrias e colaboradores (2015), e ainda assim
aumentou significativamente a producdo de urolitinas. Em contrapartida, Truchado e
colaboradores (2012) ofertou a mesma quantidade de morangos, porém contendo quantidades
diferentes de acido elégico livre (2,5 vezes) e nao observou diferencas significativas na

excrecdo total de urolitinas ap6s 92 h, em individuos saudaveis.
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Figura 21. Excrecdo urinaria total de urolitinas (umol) nos intervalos de coleta de 0-24 h (A), 0-36 h
(B), 0-48 h (C) e 0-72 h (D) apds o consumo da farinha de jabuticaba (FJ) e da farinha de jabuticaba
hidrolisada (FJH). Diferenga entre os testes foram consideradas significativas quando p < 0,05 (teste
de Wilcoxon).

Entre estudos clinicos que investigaram o metabolismo de elagitaninos em amostras
de urina, a presenca de metabolitos é comumente encontrada 8 h ap6s o consumo de
alimentos fonte desses compostos (Gonzales-Sarrias et al., 2017; Truchado et al., 2012;
Ludwig et al., 2015; Cerda et al., 2005). Inada e colaboradores (2019) investigaram o
metabolismo de elagitaninos em brasileiros eutréficos e obesos, utilizando como fonte de
elagitaninos 20 g de casca e semente da jabuticaba (mesma fonte do presente estudo, porém
uma dose 6,6 vezes maior). Os autores verificaram a presenca de urolitinas na urina dos
voluntarios 8 horas apds o consumo da jabuticaba. Entretanto, baixas concentracdes de acido
elagico foram relatadas nos intervalos de 0-4 h (0,06 pumol) e de 4-8 h (0,01 umol). De acordo
com 0s nossos resultados, o consumo de farinha de jabuticaba acarretou na excrec¢do urinaria
de urolitinas a partir de 8 h, assim como o estudo anteriormente citado. Entretanto, 0 consumo
da farinha de jabuticaba hidrolisada resultou no aparecimento de urolitinas na urina ja nos

primeiros intervalos de coleta (0-4 h; 4-8) em alguns voluntarios.
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Recentemente, Leite (2023) ao avaliar o efeito do consumo cronico da farinha de
jabuticaba no metabotipo de individuos eutroficos e obesos, relatou uma media de excrecédo
total de urolitinas de 2,37 umol no intervalo de coleta de 24-36 h. A amostra utilizada pela
autora é similar a farinha de jabuticaba ndo hidrolisada utilizada no presente trabalho. Porém,
maior excrecdo urinaria, em torno de 29% (3,56 pmol) foi observada no presente estudo. Essa
diferenca pode ser justificada pelo critério de inclusdo na selecdo da amostra, nossos
resultados sdo de individuos exclusivamente eutréficos. Além disso, uma maior prevaléncia
de individuos metabotipo A em comparacgdo aos resultados de Leite (2023), e esse metabotipo
é capaz de produzir apenas o urolitina A e seus isdbmeros, que sdo majoritarios em todos 0s
estudos gque investigaram a presenca de urolitinas na urina.

Nao foi observada diferenca significativa no tempo de excrecdo maxima (tmax) do total
de urolitinas, assim como dos metabélitos individuais ap6s o consumo da FJ e da FJH
(Figura 22). Apenas para a isourolitina A 3/9-glucoronideo foi observada uma tendéncia de
diferenga no tmax, com uma diferenca de 8 h aproximadamente do primeiro pico de excre¢ao
entre FHJ e FJ. Em todos os metabdlitos identificados o tmax foi inferior apds o consumo da
FJH em comparacgéo a FJ, exceto para a urolitina A. Nossos resultados de tmax (urinério) de
urolitina A glucoronideo e urolitina A formam semelhantes a de Truchado et al. (2012), no
qual reportaram para urolitina A glucoronideo, que o consumo de morangos frescos e puré de
morango (contendo a mesma quantidade de morango, porém 2,5 vezes de acido elagico livre)
acarretou na tmax de 28 h e 31,8 h, respectivamente. Para o0 metabdlito urolitina A, a tmax foi de
29,6 h e 45,5 h, para os morangos frescos e puré de morango, respectivamente. No entanto,
nossos resultados sdo diferentes para os metabolitos urolitina B glucoronideo e urolitina B.
Enquanto Truchado e colaboradores (2012) observaram que a tmax ficou entre 52 h e 80 h para
urolitina B glucoronideo, e 52 h e 60 h para urolitina B, em nossos resultados observamos que

a tmax para esses mesmos metabolitos foi de 19 h e 24,6 h.
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Figura 22. Taxa de excrecdo urinaria e tempo méaximo de excre¢do (tmax) de urolitinas em diferentes
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A auséncia de diferenga significativa no tmax pode ser explicada tendo como base um
estudo anterior acerca da biodisponibilidade do acido elagico provenientes do consumo de
extrato de roma (Gonzalez-Sarrias et al., 2015), no qual ndo foi observado diferenca
significativa no tmax do acido elagico plasmatico (1,97 h vs 1,42 h) apds o consumo de extratos
de roma com propor¢des diferentes de punicalagina e acido eldgico. Apesar do tmax do acido
elagico plasmatico ser relativamente rapido, o tmax das urolitinas plasmaticas ocorrem proximo
de 24 h apo6s o consumo de framboesas vermelhas (Ludwig et al., 2015).

Comparando nossos resultados com o estudo de Leite (2023), no total de urolitinas
excretado na urina pelos voluntarios ao consumir a farinha da casca e semente de jabuticaba
entre 24-36 h, valores proximos foram encontrados nas urolitinas em sua forma conjugada
(urolitina A 3/8-glucuronideo: 1,76 umol vs 1,3 pumol; urolitina B-glucuronideo: 0,79 pmol vs
0,61 pumol, respectivamente) e ndo conjugada apenas a urolitina A (0,55 pmol vs 0,49 pumol).
Porém, a isourolitina A em sua forma ndo conjugada, o valor foi diferente (0,24 pmol vs
0,015 pmol). Inada e colaboradores (2019) utilizaram a farinha de jabuticaba em doses
elevadas, 6,6 vezes superior comparada ao presente estudo, e observaram valores superiores
de urolitina A 3/8-glucuronideo e isourolitina A 3/9-glucuronideo (Uro-A 3/8-glur: 3,74 vs
1,37 FJg/umol; IsoUro-A 3/9-glur: 1,18 vs 0,49 FJg/umol), semelhantes de urolitina B
glucuronideo (Uro-B glur: 0,3 vs 0,3 FJg/umol) e inferiores de urolitina A e isourolitina A
(Uro-A: 0,20 vs 0,32 FJg/pmol; IsoUro-A: 0,09 vs 0,12 FJg/umol) comparadas ao presente
estudo no total urolitinas excretadas no intervalo de 0-48 h. Em nosso estudo, o consumo de
FJ pelos voluntérios ndo acarretou a producdo de urolitina B, enquanto no estudo de Inada e
colaboradores (2019), esse composto foi observado em apenas 2 dos 35 voluntarios. No
entanto, considerando o consumo da FJH tanto valores superiores foram encontrados (Inada et
al. 2019: 0,01 FJg/umol vs 0,23 FJHg/umol) quanto a prevaléncia de voluntarios produtores
de Uro B (Inada et al., 2019: 5,7% vs 15%).

6.3 Composic¢ao corporal, forma corporal e metabolismo de elagitaninos

Estudos anteriores demonstraram uma relacéo entre o metabolismo de elagitaninos e
variaveis como estado nutricional e composicao corporal (Cortés-Martin et al., 2019; Inada et
al., 2019; Leite, 2023, Selma et al., 2018). Além disso, foi relatado que individuos
classificados como metabotipo B apresentam um risco aumentado de doencgas

cardiometabolicas (Selma et., 2018, Gonzalez-Sarrias et al., 2016). Ademais, ja foi relatado
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que a classificacdo dos individuos em metabotipos consegue prever algumas variaveis
antropométricas (perimetro de cintura e relacdo cintura quadril) em mulheres pés-parto
(Cortés-Martin et al., 2019). Diante disso, 0 presente estudo também buscou investigar a
composicdo corporal e forma corporal em fungcdo do metabolismo dos elagitaninos em
individuos eutroficos. Conforme ja mencionado anteriormente, a classificacdo dos voluntérios
em metabotipos foi realizada tendo como base os dados de excrecao urinaria ap6s 0 consumo
da FJH. A classificacdo dos voluntarios em somatotipos foi realizado através das técnicas de
Carter & Heath e o percentual de gordura, estimado pela equacdo de Petroski (1995),
conforme apresentado no item 5.4,

Entre os individuos eutréficos, ndo houve diferenca significativa nos valores médios
de IMC dos individuos agrupados por metabotipo (Tabela 4). O mesmo comportamento dos
dados se mantém quando comparamos os individuos do mesmo sexo. Cabe ressaltar que nesse
estudo, um dos critérios de inclusdo era ter o IMC entre 18,5 e 24,9 (eutrofismo), portanto a
interpretacdo desse resultado se limita para essa classificacdo do IMC.

Ao analisarmos os valores médios do percentual de gordura de cada metabotipo
(Tabela 4), os individuos classificados como metabotipo B apresentaram maior adiposidade
(18,6%) comparado aos individuos classificados como metabotipo A (12,9%) e 0 (5,6%). No
entanto, ao observar os dados em funcdo do sexo, foi verificado que apenas os homens
tiveram diferenca no percentual de gordura entre os individuos metabotipo A (11,08%) e B
(14,9%) em comparacdo ao metabotipo 0 (5,6%). Em relacdo ao somatorio das quatro dobras
cutaneas o comportamento dos dados é semelhante ao observado para o percentual de

gordura.
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Tabela 4. Comparagéo entre os voluntarios ap6s agrupamento por metabotipo.

Metabotipo A Metabotipo B Metabotipo 0
indice de Massa Corporal (kg/m?)
Homens (n = 13) 24,4 £1,12 23,3+2,32 23,8+2,28
n==6 n=4 n=3
Mulheres (n =7) 204 +2,62 22,7+1,42
NA
n=3 n=4
Todos os voluntérios (n = 20) 234+23 229+1,78 238+2,28
n=9 n=38 n=3
>4 Dobras cutineas
Homens (n = 13) 33,8+5,6 435+ 752 19,7 +12,2°
n==6 n=4 n=3
Mulheres (n =7) 49,7 £ 3,42 59,7 +7,12
NA
n=3 n=4
Todos os voluntarios (n = 20) 40,6 +10,3? 478 +7,8 19,7+ 12,2°
n=9 n=38 n=3
% Gordura corporal
Homens (n = 13) 11,08 £2,9 149+4,198 5,6 +3,4°
n==6 n=4 n=3
Mulheres (n =7) 18,3 +2,12 21,1 +1,4128
NA
n=3 n=4
Todos os voluntérios (n = 20) 12,9 +£4,2° 18,6 £ 4,162 5,6 +34°
n=9 n=38 n=3
Grau de endomorfia
Homens (n = 13) 2,6 £0,32 3,3£0,32 1,36 +1,10°
n==6 n=4 n=3
Mulheres (n =7) 3,3+0,012 43+0,72
NA
n=3 n=4
Todos os voluntarios (n = 20) 2,8+0,42° 3,7+0,72 14+£11°
n=9 n=_8 n=3
Grau de mesomorfia
Homens (n = 13) 5,3+0,9 502+1,62 4,3+042
n==6 n=4 n=3
Mulheres (n =7) 2,2+0,91° 4,2 +0,52
NA
n=3 n=4
Todos os voluntarios (n = 20) 46+1,72 433+1,3 43+0,5?
n=9 n=38 n=3
Grau de ectomorfia
Homens (n = 13) 2,2+0,5° 23+12° 3,1+16°
n==6 n=4 n=3
Mulheres (n = 7) 2,6 +0,3? 1,8+0,78
NA
n=3 n=4
Todos os voluntérios (n = 20) 2,5+0,8? 2,0+0,9? 3,1+1,6°
n=9 n=38 n=3

NA = ndo se aplica; Diferentes letras sobrescritas ha mesma linha sdo diferentes significativamente (por Test t

ou Oneway ANOVA, seguido de pds-teste de Tukey). Valores estdo expressos média + desvio padrdo. Y4

Dobras cutaneas = Somatdrio de dobras cutaneas de perna, suprailiaca, subscapular e triceps.
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Foi observado que entre os trés componentes determinantes para classificacdo do
somatotipo (endomorfia, mesomorfia e ectomorfia), a endomorfia destacou-se pela diferenca
significativa encontrada no valor médio entre os grupos classificados por metabotipo (Figura
23). Em relagdo ao valor medio de mesomorfia e ectomorfia, ndo foram verificadas diferengas
significativas entre 0os metabotipos. Nos homens, os individuos UM-0 tiveram em média um
valor de endomorfia significativamente inferior aos demais metabotipos, e comparando 0s
valores medios de endomorfia entre individuos UM-A e UM-B ndo foram observadas
diferencas significativas. Também ndo houve diferencas significativas na média entre os
grupos em fungéo da ectomorfia e endomorfia. Nas mulheres, foi observado uma diferenca
significativa apenas no valor médio de mesomorfia. Em média, as mulheres classificadas

como UM-B possuiam maior valor de mesomorfia em comparacao as mulheres UM-A.
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Figura 23. Frequéncia dos voluntarios sobre as variaveis associadas ao metabotipo vs somatotipo. A =

voluntarios mesomorfos dominantes, B = voluntarios ndo mesomorfos dominantes.

No presente estudo houve uma alta prevaléncia de individuos de predominancia
somatotipica de mersomorfia. Para esses individuos, houve uma associacédo significativa entre
a classificacdo do somatotipo e o metabotipo. Dos trés individuos classificados como UM-0,
dois apresentavam a classificagdo de mesomorfo-ectomorfico e um mesomorfo equilibrado.
Entre os individuos classificados como UM-B, 85% foram classificados como mesomorfo
endomorfico, e o restante como mesomorfo equilibrado. Dois tercos dos voluntarios

mesomorficos classificados como UM-A apresentaram a somatotipia de mesomorfo
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equilibrado. Nos individuos endomérficos todos possuiam caracteristicas UM-B enquanto o
anico individuo predominantemente ectomorfico foi classificado como UM-A. Os individuos
classificados como central (valores dos trés componentes iguais ou ndo diferem mais que
meia unidade) possuiam uma distribui¢do igual entre 0 UM-A e UM-B.

Todas as mulheres classificadas como mesomorfo endomorficas eram UM-B. As
mulheres ndo pertencentes a essa classificacdo no somatotipo foram todas classificadas como
UM-A. Néo houve mulheres UM-O0.

Ao observar o somatocarta é possivel verificar a distribuicdo dos individuos e
identifica-los através do metabotipo (Figura 24). O angulo superior indica o grau de
mesomorfia, o angulo inferior direito indica o grau de ectomorfia e 0 esquerdo o grau de
endomorfia. Os individuos categorizados como metabotipo O estdo em sua maioria
localizados ao lado direito do somatocarta, enquanto os individuos metabotipo B estdo
concentrados mais ao lado esquerdo do somatocarta. J& os individuos classificados como
metabotipo A estdo distribuidos de forma mista, porém em sua maioria préximo ao centro do
somatocarta.
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Figura 24. Disposicdo dos voluntarios no somatocarta.
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Este trabalho é o primeiro, até onde se sabe, na investigacdo da relacdo entre
metabotipo de elagitaninos com o somatotipo. Nossos resultados limitam-se a individuos
eutroficos, sendo necessario investigar essa relacdo com individuos com sobrepeso e
obesidade (segundo IMC). Selma e colaboradores (2018) demonstraram que o UM-B é
potencialmente um marcador para doencas cardiometabolicas, sendo essa condigdo clinica
amplamente associada com as variaveis antropométricas. Ja foi relatado também que a forma
corporal (incluindo o somatotipo) estd intimamente relacionada com alguns disturbios
metabolicos. Esparza-Ros e Vaquero-Cristobal (2023) afirma que o somatotipo pode ser
utilizado como um indicador de salde através de somatozonas de salde. Segundo os autores,
a regido esquerda e superior do somatocarta pode apresentar uma zona de risco para a saude
pois j& foi associado a enfermidades cardiovasculares, diabetes, dilipidemias e cancer do
endomeétrio.

O UM-B também ¢é um possivel marcador de disbiose (Cortés-Martin et al., 2019),
assim como o excesso de gordura corporal (Pacheco & Soares, 2021). Nesse sentido, foi
relatado diferencas significativas na composicdo da microbiota em funcdo do metabotipo.
Individuos UM-B apresentam maior abundancia relativa de filos Synergistetes em
comparacao ao UM-A. Em contrapartida, a familia Lachnospiraceae foi associada ao UM-A
(Garcia-Mantrana et al., 2019). Em um estudo com mulheres (eutroficas: n = 48; obesidade: n
= 44) foi observado uma associacdo da composi¢do da microbiota intestinal com diferentes
marcadores de obesidade (RCQ); % de gordura), e bactérias especificas como a Synergistetes
foi associada a uma maior adiposidade corporal (Aljazairy et al., 2022). Em um outro estudo,
foi comparado a microbiota oral de individuos altamente ativos e individuos sedentérios, no
qual foi observado que as bactérias Lachnspiraceae foram maiores para os individuos
altamente ativos, naturalmente com menor adiposidade corporal (Baskan & Zorba, 2022).

Diante disso, é possivel justificar os resultados da diferenca na composi¢do corporal
entre os metabotipos. O perfil da microbiota de individuos UM-B pode ter alguma
semelhanga com os individuos com maior adiposidade corporal, enquanto nos individuos
UM-A o perfil pode apresentar semelhancas a de individuos com menor adiposidade corporal.
No entanto, é dificil estabelecer uma relacdo causal, no sentido da adiposidade podendo
exercer influéncia ou sendo influenciado pela microbiota intestinal. Nessa mesma linha,
Garcia-Villalba e colaboradores, (2022) afirmam que o metabolismo dos elagitaninos pode ser
afetado pela composicdo da microbiota, por outro lado, a microbiota pode ser modulada pelo

consumo frequente de alimentos fontes de elagitaninos.
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Para uma compreensdo melhor entre a composicdo corporal, forma corporal e o
metabolismo de elagitaninos é necessario um estudo mais amplo, com individuos com
diferentes perfis nutricionais, de diferentes regides e que possuem diferentes estilos de vida.
Além disso, faz-se necessario, aprofundar o estudo da microbiota intestinal e a sua relacéo

com a composicdo corporal e o metabolismo dos elagitaninos.

7. CONCLUSOES

Esse estudo verificou que a hidrolise &cida por 6 horas na farinha da casca e semente
da jabuticaba e posterior liofilizacdo, promoveu a libera¢do do acido elagico. O consumo da
farinha de jabuticaba hidrolisada aumentou significativamente a excrecdo total de urolitinas
em individuos eutroficos nos intervalos 0-36 h, 0-48 h e 0-72 h, quando comparado a farinha
de jabuticaba. Destaca-se que ainda foi identificado quantidade significativas de urolitinas em
72 h apds o consumo da farinha de jabuticaba, demonstrando que é necessario a realizacdo de
outros estudos que avaliem um tempo de coleta maior. A composicdo corporal entre 0s
individuos categorizadas nos diferentes metabotipos apresentou diferenca significativa, no
qual os individuos metabotipo B apresentaram maior adiposidade corporal, e individuos
metabotipo A apresentaram maior percentual de gordura comparado aos individuos
metabotipo 0. Houve uma diferenga significativa na endomorfia entre os metabotipos, e

também diferencas na mesomorfia entre as mulheres de diferentes metabotipos.
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