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RESUMO

A ingestao de alimentos ricos em compostos bioativos estd associada ao menor
risco de doencas cronicas. Diferentes mecanismos estdo envolvidos,
principalmente através de seu potencial antioxidante. O objetivo deste estudo foi
determinar a atividade antioxidante e os teores de diferentes compostos bioativos
presentes nos extratos das cascas de feijao preto e roxinho e avaliar as
propriedades antioxidantes e antidiabéticas do extrato rico em antocianinas de
casca de feijao preto (ERA). Extratos de feijao preto e roxinho foram submetidos a
digestdo in vitro e avaliados através das determinagbes de fendis totais,
flavonoides totais, taninos condensados, antocianinas monomeéricas e atividade
antioxidante por meio de dois diferentes métodos. No ERA, as antocianinas foram
identificadas e quantificadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrébmetria de massas. Antocianinas monomeéricas, fendis totais e atividade
antioxidante através dos ensaios TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) e
ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) também foram avaliados antes e
apos a digestao in vitro No ensaio in vivo, o efeito da administracdo do ERA foi
investigado em ratos com Diabetes induzido por estreptozotocina. Ratos Wistar
foram distribuidos em 5 grupos (controle normal, normal tratado com ERA,
controle diabético, diabético pré-tratado com ERA e diabético pés-tratado com
ERA) e tratados durante 3 semanas. Glicemia, peso corporeo, perfis enzimaticos
hepatico e renal, histologia dos tecidos pancreatico e hepatico foram avaliados,
além do potencial antioxidante, através da andlise das enzimas catalase,
glutationa redutase e do ensaio ORAC plasmatico. O feijao preto apresentou uma
concentracdo dez vezes maior de antocianinas que o feijao roxinho (0,83+0,04 e
0,081£0,01 mg equivalentes cianidina 3-glicosideo/qg). Apds a digestao in vitro, as
antocianinas nao foram detectadas, os fendis totais dos extratos de feijao preto e
roxinho tiveram reducdes respectivas de 75% e 52%. Os taninos condensados
apresentaram redugao de 90% em ambos os extratos. Na andlise dos flavonoides,
a concentracdo do feijdo roxinho permaneceu inalterada e o feijao preto

Vi



apresentou reducado de 21%. O feijao roxinho apresentou maior capacidade de
neutralizacdo do radical ABTS que o feijao preto, com respectivos 21,9+0,5 e
17,4+0,1 uM equivalentes Trolox/g. A digestdo in vitro nao afetou a capacidade
antioxidante dos extratos analisados por este método. No ensaio ORAC, os feijoes
apresentaram aumento da capacidade antioxidante com 43,2% e 32,6% para 0s
feijdbes preto e roxinho, respectivamente. Delfinidina 3-glicosideo, petunidina 3-
glicosideo e malvidina 3-glicosideo foram identificadas no ERA. A digestdo
provocou decréscimo de 90% na concentracdo das antocianinas e de 45% nos
fendis totais. A atividade antioxidante no ensaio TEAC foi reduzida em 28% e no
ensaio ORAC em 35%. O ensaio in vivo mostrou os efeitos protetores do ERA
apenas no grupo pré-tratado, com melhora dos niveis da glicemia e ganho de
peso. Neste mesmo grupo, alteracbes pancreaticas, hepaticas e renais foram
menos acentuadas do que nos outros grupos diabéticos. O tratamento com ERA,
subsequente a inducédo do Diabetes nao reduziu os danos teciduais, as alteracoes
biolégicas ou melhorou o estado geral dos animais. Neste modelo experimental, o
pré-tratamento com ERA reduziu os danos causados pelo Diabetes induzido por
estreptozotocina.

Palavras-chave: Feijdo, antocianinas, diabetes, antioxidantes, digestao in vitro
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ABSTRACT

The food intake rich in bioactive compounds is associated with a reduced risk of
chronic diseases. Different mechanisms are involved, especially through their
antioxidant potential. The goal of this study was to determine the antioxidant
activity and the concentrations of different bioactive compounds present in extracts
of black and small red beans seed coats and to evaluate the antioxidant and
antidiabetic properties of anthocyanin-rich extracts from black bean seed coats
(ERA). Black and small red beans extracts were subjected to in vitro digestion and
evaluated through analyzes of total phenolics, total flavonoids, condensed tannins,
monomeric anthocyanins and antioxidant activity by two different methods. In ERA,
anthocyanins have been identified and quantified by high performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometry. Monomeric anthocyanins, total
phenolics and antioxidant activity through TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant
Capacity) and ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) assays were also
assessed, before and after in vitro digestion. At the in vivo assay, the effect of ERA
administration was investigated in rats with streptozotocin-induced diabetes. Wistar
rats were distributed into 5 groups (normal control, normal treated with ERA,
diabetic control, diabetic pre-treated with ERA and diabetic post-treated with ERA)
and treated for 3 weeks. Blood glucose, body weight, liver and kidney enzyme
profiles, pancreas and liver tissue histology were evaluated, as well as the
antioxidant potential through analysis of catalase, glutathione reductase, and
ORAC plasmatic assay. Black beans showed tenfold higher concentrations of
anthocyanins than small red beans (0.83+0.04 e 0.08+0.01 mg cyanidin 3-
glucoside equivalent/g). After in vitro digestion, anthocyanins could not be
detected, and total phenols of black and small red beans have respective
reductions of 75% and 52%. Condensed tannins decreased by 90% in both
extracts. On the flavonoids analysis, while the concentration in small red beans
remained unchanged, black beans showed a reduction of 21% in their

concentration. Small red beans showed higher ABTS radical scavenging capacity



than black beans, with respective 21.9+£0.5 and 17.4+0.1 uM Trolox equivalents/g
of bean. In vitro digestion did not affect the antioxidant activity of the analyzed
extracts by this method. In the ORAC assay, both beans showed an increase in the
antioxidant capacity, with 43.2% and 32.6% for black and small red beans,
respectively. Delphinidin 3-glucoside, petunidin 3-glucoside and malvidin-3-
glucoside were identified in ERA. Digestion triggered a decrease of 90% in
monomeric anthocyanins concentration and of 45% in total phenolic contents. The
TEAC assay antioxidant activity was reduced by 28% and the ORAC one by 35%.
The in vivo assay showed protective effects of ERA only in the pre-treated group,
with improvement of the glycemia levels and the weight gain. Also for the same
group, pancreatic, hepatic and renal changes were less marked than in the others
diabetics groups. ERA treatment subsequent to the induction of diabetes did not
reduce the tissue damages, the biological alterations or improve the animals’
general state. In this experimental model, pre-treatment with ERA reduced the
damages caused by streptozotocin induced diabetes.

Keywords: Bean, anthocyanins, antioxidants, diabetes, in vitro digestion
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INTRODUCAO GERAL

O feijao (Phaseolus vulgaris) € um dos mais antigos alimentos cultivados
nas Ameéricas e um componente indispensavel na dieta brasileira. O Brasil € o
maior produtor mundial deste grdo (MAPA, 2014), que representa uma fonte
importante de carboidratos e proteinas (Lin et al., 2008). Além destes nutrientes, o
feijdo é rico em compostos bioativos como &cidos fendlicos e flavonoides,
concentrados principalmente em suas cascas, sendo que as variedades de
coloragcao vermelha e preta podem conter antocianinas (Oomah et al., 2010; Xu &
Chang, 2009; Lin et al., 2008; Jordheim et al., 2006). Em raz&o desse perfil
quimico, sdo inumeros os trabalhos que avaliaram a atividade antioxidante tanto
nos graos como nas cascas do feijao (Akond et al., 2011; Akillioglu & Karakaya,
2010; Oomah et al., 2010; Xu & Chang, 2009).

Os organismos aerobicos estdo constantemente expostos aos compostos
oxidantes gerados tanto nas condigdes fisiol6gicas, como provenientes do meio
externo. Estes compostos sdo potencialmente deletérios, pois podem causar
danos aos constituintes celulares e, em determinadas condi¢des, contribuir para o
desenvolvimento de uma série de doencas cronicas, incluindo o Diabetes. Ainda
que os organismos possuam um sistema de defesa proprio formado, entre outros,
pelas enzimas antioxidantes, alimentos que sejam fonte de compostos com
atividade antioxidante podem apresentar potencial benéfico aos seres humanos
(Finkel & Holbrook, 2000).

O Diabetes Mellitus é uma doenca reconhecida por inimeras alteragdes
metabdlicas, cuja principal caracteristica € a hiperglicemia crénica, resultante de
defeitos na secrecdo e/ou acdo da insulina. Embora possa se apresentar sob
diferentes formas, as principais sao o Diabetes tipo 1 (DT1) e o tipo 2 (DT2).
Enquanto que o DT1 é responsavel por 5 a 10% dos casos e é caracterizado pela

destruigdo das células B do pancreas, o DT2 representa aproximadamente 90%



dos casos e resulta da resisténcia a insulina associada a deficiéncia relativa deste
horménio (ADA, 2013).

A maior preocupacao com os pacientes diabéticos advém das complicacdes
que ocorrem em longo prazo, tais como a retinopatia que pode levar a cegueira, a
nefropatia com risco de insuficiéncia renal crénica e a arteriopatia periférica, que
pode provocar ulceras nos membros inferiores e amputacdes. As pessoas com
diabetes também apresentam aumento na incidéncia de infarto do miocéardio e
acidente vascular cerebral. Além disso, alteragdes no metabolismo dos lipideos e
a elevacado da pressao arterial também sédo frequentes nos diabéticos (ADA,
2013).

A associacao entre as complicacdes diabéticas e o estresse oxidativo ja é
reconhecida. O estresse oxidativo é definido como um desequilibrio entre a
producdo espécies reativas de oxigénio (EROs) e o sistema antioxidante. De fato,
a hiperglicemia crénica, através de diferentes mecanismos como, por exemplo, a
auto-oxidacdo da glicose e a formacado de produtos de finais de glicacao
avancada, leva a alteragdes bioquimicas que resultam em aumento das EROs
(Bonnefont-Rousselot, 2002).

As EROs sao neutralizadas pelos antioxidantes e compreendem compostos
radicalares como o anion superéxido (O27), os radicais hidroxila (OH’), alcoxila
(RH") e peroxila (ROO") e também espécies nao radicalares como o peroxido de
hidrogénio (H202) e o oxigénio singlete ('O.) (Sies e Stahl, 1995). O sistema
antioxidante, por sua vez, pode ser enddégeno ou exdgeno. Enquanto que as
enzimas superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa
redutase compdem o quadro dos antioxidantes enddgenos, os exdgenos sao
provenientes dos alimentos, destacando-se as vitaminas, os carotenoides e 0s

compostos fenédlicos (Young & Woodside, 2001).



O consumo dos compostos fendlicos esta relacionado com a redugédo do
risco de doengas crbénicas como Diabetes, doengas cardiovasculares e
neurodegenerativas, além de alguns tipos de céancer (Pandey & Risvi, 2009). A
caracteristica fundamental destes compostos € a presenca de, no minimo, um
anel aromatico hidroxilado em sua estrutura. O grupamento fenol é o principal
responsavel por suas propriedades antioxidantes, uma vez que pode transferir um
elétron a um radical livre, convertendo-se em um radical fenil relativamente estavel
e interromper as reacGes de oxidacdo em cadeia, causadoras de danos aos
componentes celulares. Os compostos fendlicos estao distribuidos em diferentes
grupos, destacando-se entre eles os flavonoides e os acidos fendlicos (Pandey &
Risvi, 2009; Rice-Evans et al., 1997).

Os flavonoides compreendem o maior grupo dos compostos fendlicos,
sendo que mais de 9000 diferentes estruturas ja foram identificadas. Na maioria
das vezes, os flavonoides se apresentam na forma glicosilada, o que Ihes confere
maior estabilidade. Em fungdo de suas variagées estruturais, 0s principais
flavonoides s&o divididos em subgrupos: flavondis (quercetina, miricetina e
kaempferol), flavonas (luteolina e apigenina), flavandis (catequina, epicatequina),
flavanonas (naringenina), antocianidinas (cianidina, delfinidina), isoflavonas
(genisteina) e chalconas (buteina) (Gnanavinthan, 2013; Bueno et al., 2012;
Pandey & Risvi, 2009).

As antocianinas (ANTs) sdo pigmentos flavonoicos, encontrados
principalmente na forma de heterosideos (antocianidina + acucar) e responsaveis
pelas cores vermelha, roxa e azul de um grande numero de frutas, vegetais, graos
e flores. InUmeros trabalhos in vitro reportam as propriedades antioxidantes das
ANTs, como recentemente revisado por Sancho e Pastore (2012). Entretanto,
estes compostos apresentam baixa biodisponibilidade e sao instaveis nas
condicoes de pH intestinal (Correa-Betanzo et al., 2014; Sancho & Pastore, 2012).
Desta forma, a atividade antioxidante reportada nestes estudos in vitro, pode ser

inferior a real atividade no organismo.



Adicionalmente, as ANTs apresentam propriedades antidiabéticas. De fato,
inumeros trabalhos, utilizando diferentes modelos experimentais de Diabetes,
sugerem que as ANTs podem reduzir a glicemia através de mecanismos distintos,
como a protec¢ao de células 3, a melhora da resisténcia a insulina e 0 aumento da
secrecdo deste horménio (Roy et al., 2008; Jayaprakasam et al., 2006). Os
mecanismos de agdo se relacionam provavelmente com a as propriedades

antioxidantes destes pigmentos (Sancho & Pastore, 2012).

O presente estudo apresenta a avaliagdo da atividade biolégica in vitro e in
vivo de compostos bioativos de extratos produzidos com casca de feijao,
enfatizando suas propriedades antioxidantes e antidiabéticas, e a acgao
potencialmente benéfica das ANTs no Diabetes.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GERAL

Avaliagdo das atividades biologicas in vitro e in vivo de compostos bioativos
de extratos produzidos com casca de feijao, enfatizando as suas propriedades
antioxidantes e antidiabéticas.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1. Determinar os teores de fendis totais, flavonoides totais, antocianinas
(ANTs) monomeéricas, taninos condensados e atividade antioxidante através dos
métodos ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) e da capacidade de
neutralizacdo do radical ABTS (2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfénico)) dos extratos das cascas de feijao preto e roxinho antes e apés a

digestao in vitro.

2.2. Identificar e quantificar as ANTs de um extrato rico em ANTs de feijao
preto (ERA) por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrémetria
de massas (CLAE-EM/EM).

2.3. Determinar os fendis totais, as ANTs monoméricas e a atividade
antioxidante por meio dos métodos TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
e ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) do ERA submetidos ou néo a

digestao in vitro.

2.4. Avaliar a ingestédo de racao, a evolugcédo de peso e a glicemia de ratos
Wistar com diabetes experimental induzido por estreptozotocina e tratados com
ERA.

2.5. Analisar o perfil bioquimico hepético e renal, bem como a atividade das

enzimas antioxidantes catalase e glutationa redutase dos animais.



2.6. Investigar as possiveis alteracbes nos tecidos hepatico e pancreatico

dos animais.

2.7. Determinar a atividade antioxidante plasmatica através do método
ORAC.
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CAPITULO |

EVALUATION OF THE EFFECTS OF ANTHOCYANINS IN TYPE 2
DIABETES

Reproduced from Renata A. Soriano Sancho & Glaucia Maria Pastore (2012)
Evaluation of the effects of anthocyanins in type 2 diabetes. Food Research
International. 46, 378-386. Copyright © (2011), with permission from Elsevier
(License number: 3517250133809).
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ABSTRACT

The number of cases of type 2 diabetes (T2D) is increasing worldwide. This
disease can be characterized by insulin resistance and pancreatic B cell
dysfunction, which lead to macro- and microvascular complications. Anthocyanins
are flavonoids that occur naturally in plants and are responsible for their color.
Studies with cell lines and animal models and clinical trials in humans suggest that
anthocyanins exhibit antidiabetic properties. However, variation in the structure of
anthocyanins makes it difficult to determine their effects on T2D. Understanding
the absorption and metabolism of anthocyanins is important for understanding their
role in the improvement of this disease. Published data suggest that anthocyanins
may lower blood glucose by improving insulin resistance, protecting B cells,
increasing secretion of insulin and reducing digestion of sugars in the small
intestine. The mechanisms of action are primarily related to their antioxidant

properties, but enzymatic inhibition and other pathways may also be relevant.

Keywords: anthocyanin, type 2 diabetes, oxidative stress, insulin, 8 cells
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1. Introduction

The improvement of living conditions has contributed to the increased
longevity of people worldwide. As a result, population aging is no longer a
phenomenon restricted to developed countries. Medical advances have decreased
the impact of infectious diseases, and chronic degenerative diseases (CDDs), such
as diabetes mellitus, cardiovascular disease, Alzheimer's and Parkinson's, have
become more important in the context of health.

Unlike infectious diseases, CDDs are multifactorial and often develop
through exposure to different risk factors and unhealthy lifestyles.

The incidence of diabetes is increasing worldwide. The number of people
with diabetes will increase from 171 million in 2000 to a projected 366 million in
2030. Brazil is among the 10 countries with the greatest number of people with
diabetes and is expected to rank sixth in the year 2030, with a projected total of
11.3 million people with the disease (Wild, Roglic, Green, Sicree, & King, 2004).

An inadequate diet is a risk factor for the development of CDD. However, a
proper diet can prevent or delay the manifestation of disease or improve the
condition of individuals with an established disease. The benefits associated with a
healthy diet are due, at least in part, to higher concentrations of antioxidants found
in fruits and vegetables, such as carotenoids, tocopherols, ascorbate and
polyphenols (Ames, Shigena, & Hagen, 1993; Néthlings et al., 2008).

Anthocyanins (ANTs) are pigments widely found in fruits and vegetables
and, therefore, often consumed in a normal diet. Interest in this important class of
flavonoids has been growing in the scientific community due to recent evidence of
their beneficial effects on health. Numerous publications have reported the
antioxidant effects of ANTs (K&ahkdénen & Heinonen, 2003), such as vasoprotective
(Xu, Ikeda, & Yamori, 2004), anti-inflammatory, anticarcinogenic (Seeram, 2008),
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antiobesity (Tsuda, Horio, Uchida, Aoki, & Osawa, 2003) and antidiabetic effects
(Takikawa, Inoue, Horio, & Tsuda, 2010).

This paper aims to review and discuss the current knowledge of the effects
of ANT on CDD, specifically in type 2 diabetes mellitus.

2. Chemical structure and antioxidant action of anthocyanins

ANTs, which belong to the flavonoid class, are secondary metabolites of
higher plants and are responsible for the blue, red and purple colors of fruits,
vegetables and flowers. They are water-soluble poly-hydroxy and methoxy poly-
glycosides derived from 2-phenylbenzopyrylium (flavylium cation).

Individual differences in ANTs are related to the number of hydroxyl groups;
the nature, number and position of sugars linked to the molecule; and the presence
of aliphatic or aromatic acids attached to the sugar molecule. Most ANTs is derived
from six anthocyanidins (aglycones): cyanidin, delphinidin, petunidin, peonidin,
malvidin and pelargonidin (Fig. 1). Glycosylation and acylation alter the physical
and chemical properties of ANT and increase its stability (Brouillard, lacobucci, &
Sweeny, 1982; Cevallos-Casals & Cisneros-Zevallos, 2004; He & Giusti, 2010;
Kong, Chia, Goh, Chia, & Brouillard, 2003). The structure and color of ANT are
dependent on pH and copigmentation. In solution, ANTs consist of four molecular
forms in equilibrium: flavylium cation (red), quinoidal base (violet), hemiacetal base
and chalcone (both colorless). The quantity of these forms depends on pH; they
are in the cation flavylium form only below pH 2 (Clifford, 2000; Lapidot, Harel,
AKkiri, Granit, & Kanner, 1999; Mazza & Brouillard, 1987; Prior & Wu, 2006).

The most important function of ANTs is to give color to vegetables.
However, they can also act as antioxidants (Kong et al., 2003), which has been
demonstrated under different experimental conditions.
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Anthocyanidin R, R,

Pelargonidin H H
Cyanidin OH H
Delphinidin OH OH
Peonidin OCH; H
Petunidin OCH; OH
Malvinidin OCH; OCH;

Fig. 1 - Structures of anthocyanins.

ANTs have the ability to capture radical ABTS™, DPPH’, peroxyl radicals
and oxygen peroxide (Awika, Rooney, & Waniska, 2005; Ehlenfeldt & Prior, 2001;
Kéhkénen & Heinonen, 2003; Moyer, Hummer, Finn, Frei, & Wrolstad, 2002;
Philpott, Gould, Lim, & Ferguson, 2004; Prior et al., 1998; Stintzing & Carle, 2004;
Tsuda, Shiga, Ohshima, Kawakishi, & Osawa, 1996) and to inhibit the oxidation of
liposomes and human LDL in vitro (Heinonen, Meyer, & Frankel, 1998; Kahkdnen
& Heinonen, 2003; Satué-Gracia, Heinonen, & Frankel 1997).

In vivo, ANT has been shown to have antioxidant activity under conditions of
acute stress (Tsuda, Horio, Kitoh, & Osawa, 1999b); to restore the serum levels of
malondialdehyde (MDA), antioxidant enzyme superoxide dismutase (SOD) and
catalase (Roy, Sen, & Chakraborti, 2008; Nizamutdinova et al., 2009); and to
increase plasma antioxidant capacity (Leite, Malta, Riccio, Eberlin, Pastore, &
Maréstica, 2011). Humans studies have confirmed that ANT may increase
postprandial serum antioxidant status in healthy men after consumption of a high
fat diet (Kay & Holub, 2002), improve the capacity of resistance to oxidative
damage after acute stress and reduce oxidative damage to DNA in elderly women
and men (Traustadottir et al., 2009). However, in one study of healthy men, ANT
did not decrease plasma levels of MDA, but increased the level of the reduced
glutathione and lowered the amount of oxidative damage to DNA (Weissel et al.,
2006).
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2.1. Absorption, metabolism and bioavailability of anthocyanins

Human and animal models studies have shown that ANTs are rapidly
absorbed as glycosides in the stomach and small intestine, mainly in the jejunal
portion. This behavior differs from most other flavonoid glycosides, which have
their sugar moiety removed by glycosidases before being absorbed. However, the
percentage of absorption appears to be low and the absorption mechanisms can
be saturated with high doses of ANT (Bitsch, Netzel, Frank, Strass, & Bitsch, 2004;
Bub, Watzl, Heeb, Rechkemmer, & Briviba, 2001; Cao, Muccitelli, Sanchez-
Moreno, & Prior, 2001; Ichiyanagi et al., 2004; Kalt et al., 2008; Matuschek,
Hendriks, McGhie, & Reynolds, 2006; Mazza, Kay, Cottrell, & Holub, 2002;
Passamonti, Vrhovsek, Vanzo, & Mattivi, 2003; Scalbert & Williamson, 2000;
Talavéra et al., 2003; Talavéra et al., 2004; Wu, Cao, & Prior, 2002). Additionally,
the food matrix significantly affects the absorption of ANT (Yang, Koo, Song, &
Chun, 2011). In vitro (Yi, Akoh, Foscher, & Krewer, 2006), in vivo (Tavalera et al.,
2004; Wu, Pittman, Mckay, & Prior, 2005) and human studies (Charron et al.,
2009) have shown that the properties of the aglycon and sugar and the presence

of acylation influence the absorption and metabolism of ANT.

Similarly to other flavonoids, part of ANT is metabolized primarily through
conjugation with glucuronic acid and also by methylation reactions (Walle, 2004).
Several studies have confirmed these pathways in vitro (Woodward, Needs, & Kay,
2010), in animal models (Ichiyanagi et al., 2004; Tavalera et al., 2004; Wu et al.,
2005) and in humans (Bitsch et al., 2004; Ohnishi et al., 2006; Tian, Giusti, Stoner,
& Schwartz, 2006; Wu et al., 2002). Conjugation with sulfate, usually found in other
flavonoids, was also evident for ANT in humans. However, the studies were few,
and very low concentrations were found (Felgines et al., 2003; Felgines, Talavera,
Texier, Gil-lzquierdo, Lamaison, & Rémésy, 2005). The colonic microflora plays a
major role in metabolism. ANT reaches the colon in two ways: by not being
absorbed in the stomach and small intestine or by being excreted in bile after
absorption (Kay, 2006; Prior & Wu, 2006). After reaching the colon, ANTs are
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subject to hydrolysis to release the sugar moiety and the aglycon, which can be
degraded to form phenolic acids that are susceptible to resorption (Forester &
Waterhouse, 2010; Keppler & Humpf, 2005; Manach, Scalbert, Morand, Rémésy,
& Jiménez, 2004; McGhie & Walton, 2007; Nurmi et al., 2009; Tsuda, Horio, &
Osawa 1999). Similar metabolic events have also been observed in other classes
of flavonoids (Rechner, et al., 2002; Walle, 2004).

The elimination route for ANTs depends on how and where they are
metabolized (Kay, 2006). Although the percentage of ANTs excreted in the urine is
low (Bitsch et al., 2004; Bub et al., 2001; Cao et al., 2001; McGhie, Ainge, Barnett,
Cooney, & Jensen, 2003; Tian et al., 2006; Wu et al., 2002; Wu et al., 2005), the
excretion of metabolites produced in the colon can be important (Kay, 2006). While
ANTs are eliminated in feces (Del Bo et al., 2010; He, Magnuson, & Giusti, 2005),

the significance of this route remains unknown (Manach et al., 2004).

Several studies have reported the low bioavailability of ANT (Bitsch et al.,
2004; Felgines et al., 2003; Felgines et al., 2005; Wu et al., 2002), which may be
due to its chemical structure (Yi et al., 2006); excretion in feces; instability at
neutral pH (Prior et al., 2006); or metabolism by colonic microflora (Aura et al.,
2005), intestinal mucosa and liver, which result in degradation of the molecule (Bub
et al., 2001). Conversely, a high bioavailability of ANT was suggested in a recent
study, in which pigs that received moderate doses of ANT for four weeks showed
the same accumulation of ANT in different tissues but none in plasma and urine
(Kalt et al., 2008).

While reports of the low bioavailability of ANT are common, new research
shows that some of the beneficial effects of ANT may be related to the products
formed during metabolism, such as protocatechuic acid, the main metabolite of
ANT in humans. The phenolic acids, due to their larger chemical and
microbiological stability, may also be responsible for the antioxidant and other
physiological effects observed after the consumption of ANT (Forester &
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Waterhouse, 2009; 2010; Keppler & Humpf, 2005; Vitaglione et al., 2007; Wang,
Wei, Yan, Jin, & Ling., 2010).

2.2. Properties of anthocyanin-related type 2 diabetes

Type 2 diabetes (T2D) is associated with impaired insulin secretion and
insulin resistance, which lead to chronic hyperglycemia, increased oxidative stress
and glycated hemoglobin (Hb A1c), caused by the glycation of proteins (Bonina et
al., 2002; Jain, McVie, Duett, & Herbst, 1989; Tourrel, et al, 2002). Combined,
these metabolic changes contribute to a greater morbidity and mortality, mainly
due to long-term complications. The main complications of this disease are
macrovascular changes that can lead to myocardial infarction, stroke and
peripheral vascular disease and microvascular changes that are responsible for
retinopathy, nephropathy and neuropathy (Donnelly, Emslie-Smith, Gardner, &
Morris, 2000).

Several experiments have demonstrated the antidiabetic properties of ANTSs,
which are attributed to multiple and simultaneous effects of these bioactive
compounds, including reducing blood glucose, glucosuria and Hb Aic; preventing
free radical production; increasing insulin secretion; and improving insulin
resistance (Ataie-Jafari, Hosseini, Karimi, & Pajouhi, 2008; Grace et al., 2009;
Guo, et al. 2007; Iwai, Onodera, & Matsue, 2004; Jayaprakasam, Vareed, Olson, &
Nair, 2005; Roy et al., 2008; Sugimoto, Igarachi, Kubo, Molineux, & Kubomura,
2003; Takikawa et al., 2010; Tsuda, Horio, Kitoh, & Osawa, 1999).

However, some studies with healthy, non-diabetic humans revealed that
ANT did not alter blood glucose or plasma insulin concentrations (Basu et al.,
2009; Chambers, & Camire, 2003; Kelley, et al., 2006;), perhaps because it
requires the presence of pre-existing metabolic disorders for which these
compounds have an effective action.The properties of anthocyanin-related glucose
metabolism and oxidative stress are presented in Table 1.
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Table 1. Summary of anthocyanin effects on glucose metabolism and oxidative stress.

Anthocyanin source

Model

Effect

Reference

CY-3-glucoside

Plants crude ANT extracts

Red flowers and roots of purple sweet
potato

Freeze-dried wild blueberrie powder

Purple sweet potato

Cranberry juice concentrate powder

CY-3-glucoside-rich purple corn color

Boysenberry juice concentrate (CY-3-

glucosylrutinoside, CY-3-diglucoside, CY-

3-glucoside)

Male Wistar rats/ liver ischemia-
reperfusion injury

In vitro

In vitro

Healthy adults/ high-fat meal

Male Sprague-Dawley rats

Diabetics adults

Male C57BL/6J mice/ high fat
diet

Male Wistar rats/STZ- T2D

protective effect against oxidative stress

{ a-glucosidase activity

{ a-glucosidase activity

T serum antioxidant status

{ a-glucosidase activity
 plasma insulin

no effect on fasting plasma glucose,
Hb Alc

 plasma insulin
{ plasma glucose

{ insulin resistance (T adipose tissue TNF-

a expression)

{ oxidative stress markers (TBARS)

Tsuda et al., 1999b

Matsui et al., 2001a

Matsui et al., 2001b

Kay & Holub, 2002

Matsui et al., 2002

Chambers & Camire,
2003

Tsuda et al., 2003

Sugimoto et al., 2003
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Table 1. Summary of anthocyanin effects on glucose metabolism and oxidative stress (continued).

Anthocyanin source

Gamazumi (Viburnum dilatatum Thunb.)
crude extract

CY-3-glucoside, delphinidin-3-glucoside,
CY-3-galactoside, pelargonidin-3-
galactoside and CY, delphinidin,
pelargonidin, malvidin, petunidin

Vaccinium angustifolium fruit ethanolic
extracts

Cornelian cherry ANT (delphinidin-3-
galactoside, CY-3-galactoside,pelargonidin
3-galactoside)

ANT-rich black rice extract

CY-3-glucoside

Model

Male Sprague-Dawley rats/STZ-
T2D

INS-1 832/13 cells

B TC-tet cells

Male C57BL/6 mice/high fat diet

Male Sprague-Dawley rats/ high
fructose diet

Male KK-AY mice

Effect
{ oxidative stress markers (TBARS)

{ plasma glucose
J Hb Alc

T insulin secretion

proliferation of replicating B cells

1 glucose tolerance
1 glucose-stimulated insulin secretion
protect B-cells

{d insulin resistance

{ oxidative stress markers (TBARS and
GSSG)

{ plasma glucose

{ insulin resistance (adipose tissue
upregulated GLUT4 and downregulated
RBP4)

Reference
lwai et al., 2004

Jayaprakasan et al.,
2005

Martineau et al., 2006

Jayaprakasam et al.,
2006

Guo et al., 2007

Sasaki et al., 2007

21



Table 1. Summary of anthocyanin effects on glucose metabolism and oxidative stress (continued).

Anthocyanin source

Model

Effect

Reference

Tart cherries

Sour cherry juice

Black chokeberry fruit extract (CY-3-
galactoside, CY-3-arabinoside, CY-3-
xyloside, CY-3-glucoside and others
polyphenols)

Pelargonidin

Strawberry freeze-dried powder

Male Dahl-SS rats

Diabetics women

Male Wistar rats/low dose of STZ
+ diet fructose and saturated fat

Male Wistar rats/ STZ- T2D

Women with metabolic syndrome

{ fasting plasma glucose
{ plasma insulin
1 antioxidant capacity

IHb Alc

J plasma glucose

J plasma oxidative stress markers
(TBARS)
1 antioxidant enzymes activities (SOD)

{ insulin resistance
T insulin secretion
{ plasma glucose

{ plasma oxidative stress markers (MDA
and fructosamine) and T antioxidant
enzymes activities (SOD and CAT) -

4 Hb Alc

J serum oxidative stress markers (MDA,
ox-LDL, 4-hydroxynonenal)

no significant differences in fasting glucose
level

Seymor et al., 2008

Ataie-Jafari et al., 2008

Jurgonski et al., 2008

Roy et al., 2008

Basu et al., 2009
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Table 1. Summary of anthocyanin effects on glucose metabolism and oxidative stress (continued).

Anthocyanin source Model Effect Reference
ANT-rich lowbush blueberry formulation Male C57BL/6J mice/very high fat { plasma glucose (malvidin-3-glucoside Grace et al., 2009
(delphinidin-3-glucoside, malvidin-3- diet was the active hypoglycemic agent)

glucoside)

Whole blueberry freeze-dried powder Male C57BL/6 mice/high fat diet { insulin resistance (4 adipose tissue TNF- DeFuria et al., 2009

a, MCP-1 and IL-6 expression)

1 adipose tissue antioxidants enzymes
gene expression (GPX)

no effect on modest hyperinsulinemia

Tart cherry powder Male Zucker fatty rats { fasting plasma glucose Seymor et al., 2009
J plasma insulin

{ insulin resistance (¥ IL-6 and TNF-a
mRNA retroperitoneal fat expression and
plasma IL-6 and TNF-a)

Whole blueberries, strawberries, Concord  Male C57BL/6 mice/high fat diet no changes in glucose levels Prior et al., 2009
grape or black raspberry freeze-dried 4 MCP-1

powders or strawberries or blueberries

purified ANT

Black soybean ANT (CY-3-glucoside, Male Sprague-Dawley rats/ STZ- J plasma glucose T plasma insulin Nizamutdinova et al.,
delphinidin-3-glucoside and petunidin-3- T2D 2009

{ insulin resistance (Texpression of
GLUT4 in muscle tissue)

{ oxidative stress markers (MDA) and
Tantioxidant enzymes activities in
pancreas (SOD and CAT)

protection of B cells against ROS

glucoside)
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Table 1. Summary of anthocyanin effects on glucose metabolism and oxidative stress (continued).

Anthocyanin source

Model

Effect

Reference

Blueberry extract, blueberry juice,
whole blueberry freeze-dried powder

ANT-rich bilberry extract

Vaccinium arctostaphylos fruit extract

Chinese bayberry extract

Male C57BL/6 mice/high fat diet

Male KK-AY mice

Male Wistar rats/aloxan-T2D

INS-1 cells and primary islets from
ICR mice

{ fasting plasma glucose

T function of B cells
J plasma glucose

{ insulin resistance (activation of AMPK —>
1 adipose tissue and skeletal muscle
GLUT4 expression, | liver glucose
production; { mesenteric adipose tissue
RBP4 expression)

{ plasma glucose
1 insulin and GLUT4 expression
{ a-glucosidase activity

* red blood cells antioxidant enzymes
activities (SOD, CAT and GPX)

inhibition of the H>O»-induced apoptosis of
B cells
protection of 3 cells against ROS

Prior et al., 2010

Takikawa et al., 2010

Feshani et al., 2011

Zhang et al., 2011
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2.2.1. Oxidative stress

Diabetes is associated with oxidative stress resulting from an imbalance
between the production of free radicals and/or reactive oxygen species and the
antioxidant systems of the body. The increase in free radicals can occur in
hyperlipidemic and hyperglycemic states (Baynes & Thorpe, 1999; Bonina et al.,
2002). Therefore, the inhibition or reduction of oxidative processes, as additional
therapy, can prevent or delay the onset of complications associated with diabetes
(Bonina et al., 2002). This prevention can be accomplished with the use of
antioxidants and also through the increased expression of antioxidant enzymes;
the administration of ANT can be effective in such circumstances (Feshani et al.,
2011; Sugimoto et al., 2003).

A number of experiments in animal models indicate that the elevation of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS), of MDA and oxidized glutathione
as well as decreased concentrations of SOD and catalase are indicators of lipid
oxidation and antioxidant enzymes in the diabetic state (Guo et al., 2007; Roy et
al., 2008; Sugimoto et al., 2003).

Oxidative stress induced by ischemia-reperfusion leads to increased
concentrations of TBARS and lower levels of reduced glutathione. A diet containing
0.2% cyanidin-3-glucoside was shown to reduce the plasma levels of TBARS and
increase hepatic concentrations of reduced glutathione in rats (Tsuda, Horio, Kitoh,
& Osawa, 1999).

A study with streptozotocin (STZ)-induced diabetic Wistar rats showed that
the administration of a diet containing 0.1% mulberry anthocyanins reduced liver
concentrations of oxidized glutathione and tended to reduce TBARS levels
(Sugimoto et al., 2003).
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Sprague-Dawley rats fed a diet with 0.5% of black rice ANT-rich extract
have reduced oxidative stress presenting lower blood concentrations of TBARS
and reduced glutathione (Guo et al., 2007).

Dietary supplementation with 0.2% chokeberry fruit extract resulted in
sufficient antioxidant activity to normalize the concentrations of TBARS in the liver,
kidneys and lungs of pre-diabetic Wistar rats. However there were no significant
changes in SOD activity (Jurgonski, et al., 2008).

The plasma antioxidant status of Dahl-SS rats, measured by a total
antioxidant status (TAS) assay, was restored by a diet supplemented with 1%
freeze-dried whole tart cherry powder for 90 days (Seymour et al., 2008).

STZ-induced diabetic Wistar rats treated with one i.p. injection of
pelargonidin at a dose of 3 mg/kg body weight showed a restoration of depleted
serum levels of the enzymes SOD and catalase and normalization of the serum
level of MDA (Roy et al., 2008). Similar results were also observed in STZ-diabetic
rats treated with anthocyanins from black soybean seed coats (Nizamutdinova et
al., 2009).

Oral administration of an ethanolic extract of Vaccinium arctostaphylos fruit,
which is rich in ANT (Nickavar & Amin, 2004), increased the concentration of
catalase, superoxide dismutase and glutathione peroxidase in red blood cells of
alloxan-induced diabetic Wistar rats (Feshani et al., 2010).

After ingestion of fat diet and 100 g freeze-dried blueberry powder
containing 1.2 g of ANT, diluted in 500 ml of water, healthy men had increased
plasma antioxidant levels. Measurements were performed using oxygen radical
absorbance capacity (ORAC) and total antioxidant status (TAS) (Kay & Holub,
2002).
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Women with metabolic syndrome had a reduction in lipid peroxidation,
presenting lower plasma levels of MDA, oxidized LDL and 4-hydroxynoneal after
consuming two glasses of juice made with freeze-dried strawberry powder for four
weeks (Basu et al., 2009).

2.2.2. B cells

T2D development is associated with the dysfunction of pancreatic B cells
and insulin resistance (IR). Although B cells can compensate for IR by secreting
greater amounts of insulin, insufficient compensation leads to hyperglycemia,
which can generate reactive oxygen species (ROSs) through glycation reactions,
causing apoptosis of B cells (Ahrén, 2005; Hunt, Smith, & Wolff, 1990; Kaneto et
al., 1996; 1999). The expression of antioxidant enzymes such as catalase, SOD
and glutathione peroxidase is very low in pancreatic islets. Thus, B cells are highly
vulnerable to oxidative stress (Evans, Goldfine, Maddux, & Grodsky, 2003; Tiedge,
Lortz, Drinkgern, & Lenzen, 1997). Because ANTs are able to reduce oxidative
stress through their antioxidant action, this group of compounds may protect 3 cells
(Roy et al., 2008).

Different in vitro and in vivo studies have associated decreased
hyperglycemia with the protection that ANTs exert on B cells through their
antioxidant and modulator action (Jurgonki et al., 2008; Martineau et al., 2006;
Nizamutdinova et al., 2009; Roy et al., 2008; Zhang et al., 2011). Thus, the use of
ANTs may be relevant in T2D therapy.

An in vitro study with different parts of blueberry plants (Vaccinium
angustifolium) revealed that fruit extract increased the proliferation of pancreatic 8
TC-tet cells (Martineau et al., 2006). Although the bioactive compounds have not
been identified, one can suppose that ANTs present in this fruit are involved in the
process (Prior et al., 1998). The same study found a decrease in apoptosis in
PC12 cells exposed to high concentrations of glucose. Based on previous
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evidence concerning the plasticity of B cells in the pancreas of adults (Bouwens &
Rooman, 2005), the increase in B cell proliferation and decrease apoptosis
resulting from this fruit extract may indicate a potential anti-diabetic effect that

merits investigation.

Cornelian cherry anthocyanins were able to protect the pancreatic islets of
C57BL/6 CB mice. This mice lineage is susceptible to obesity and diabetes
induced by diet. When subjected to a high fat diet with ANT supplementation, the
islet structure was preserved and insulin secretion was increased (Jayaprakasam
et al., 2006).

Treatment with ANTs from black soybean seed coats prevented the
apoptosis of B cells through modulation of proteins associated with apoptosis.
There was a downregulation of caspase 3 and Bax, which are pro-apoptotic
proteins, and an increased expression of Bcl2 that presents antiapoptotic activity
(Nizamutdinova et al., 2009).

C57BL/6J mice showed increased (-cell function, which was assessed by
HOMA-BCF score, after 75 days of consumption of water containing purified ANT
(0.2 mg / mL) (Prior et al., 2010).

ANTs from Chinese bayberry extract protected pancreatic B INS-1 cells and
primary islets from damage induced by H>O, (Zhang et al., 2011). The protective
effect was time- and dose-dependent and was obtained by increasing the
expression of heme oxygenase 1 (HO-1), which has been previously shown to
have a cytoprotective action in 3 cells (Pileggi et al., 2001).

2.2.3. Insulin secretion

Insulin maintains blood glucose within appropriate values by increasing
glucose uptake in adipose tissue and muscle and inhibiting glucose production in
the liver. In T2D, insulin secretion may be impaired due to the dysfunction of 8 cells
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(Ahrén, 2005). Sulfonylurea derivatives increase insulin secretion and are related
to the reduction of microvascular complications found in diabetic patients.
However, this type of treatment can lead to hypoglycemia (Stumvoll, Goldstein, &
van Haeften, 2005). Therefore, the search for natural compounds that increase
insulin secretion is appealing, and some studies have revealed that ANT may be
an insulin secretagogue (Jayaprakasam et al., 2005; Nizamutdinova et al., 2009;
Roy et al., 2008).

A study comparing the effects of different ANTs and anthocyanidins on
insulin secretion in INS-1 832/13 cells found that delphinidin-3-glucoside had
greater action that cyanidin-3-glucoside, which in turn was more efficient than
pelargonidin-3-galactoside. These results suggest that the number of hydroxyl
groups in the B ring of the molecule can influence the ability of ANT to secrete
insulin. Only pelargonidin showed secretagogue activity when anthocyanidins were
tested (Jayaprakasam et al., 2005). Moreover, there were no significant differences
in insulin concentration of B TC-tet cells incubated with Vaccinium angustifolium
fruit extract, which is rich in ANT (Martineau et al., 2006).

Increased insulin secretion was also observed in STZ-induced diabetic
Wistar rats that received one dose of pelargonidin-3-glucoside (Roy et al., 2008).
Similar results were obtained in STZ-induced diabetic Sprague-Dawley rats that

received ANT extracted from black soybean (Nizamutdinova et al., 2009).

Increased insulin expression was observed in pancreatic and cardiac cells of
alloxan-induced diabetic Wistar rats that were treated with extract of Vaccinium
arctostaphylos. Although the mechanism is unclear, the authors attribute the
increased expression to stimulation of B-cells and/or an increased release of insulin

from the remnant 3-cells (Feshani et al., 2011).
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2.2.4. Insulin resistance

The reduction in glucose uptake stimulated by insulin (insulin resistance) is
one of the hallmarks of T2D. Hyperglycemia, increased plasma levels of free fatty
acids, oxidative stress caused by ROSs, endoplasmic reticulum stress and
adipocyte dysfunction all have important roles in the development of this metabolic
disease (Araki, Oyadomari, & Mori, 2003; Donath & Sheolson, 2011; Dresner et al.,
1999; Houstis, Rosen, & Lander, 2006; Tsuda, Ueno, Kojo, Yoshikawa, & Osawa,
2005).

When T2D is associated with obesity, fat cells undergo important changes in
their metabolic activities (Sartipy & Loskutoff, 2003). The adipocytokines are
biologically active molecules synthesized and secreted by adipocytes (Matsuzawa,
2005). Examples of adipocytokines include adiponectin, which decreases in
concentration in insulin resistance, and inflammatory molecules, such as monocyte
chemotactic protein-1 (MCP-1), tumor necrosis factor a (TNF-a), interleukin-6 (IL-
6) and plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1). The inflammatory molecules have
increased expression levels in T2D and likely contribute to the development of
insulin resistance (Sasaki et al., 2007).

Some studies have shown that anthocyanins have anti-inflammatory activity
and can reduce the expression of TNF-a, MCP-1 and IL-6, contributing to the
improvement of T2D (DeFuria, et al., 2009; Sasaki et al., 2007; Seymour et al.,
2009; Tsuda et al., 2003).

C57BL/6J mice fed a high-fat diet supplemented with anthocyanin-rich food
coloring (with a high cyanidin-3-glucoside content) had reduced blood glucose and
TNF-a from adipose tissue. These results may be associated with improvement in
insulin resistance (Tsuda et al., 2003). A reduction in glycemia and decreased
expression levels of TNF-a and MCP-1 in adipose tissue were also observed in
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KK-AY mice fed a diet supplemented with cyanidin-3-glucoside (Sasaki et al.,
2007).

ANT-rich black rice extract decreased insulin resistance in Sprague-Dawley
rats fed a diet containing high fructose, which induces hyperlipidemia and
hyperinsulinemia. The mechanism may be related to the inhibition of oxidative
stress and improvement of the plasma lipid profile (Guo et al., 2007) because an
increase in plasma free fatty acids can disrupt the insulin signaling (Dresner et al.,
1999).

Zucker rats fed a high-fat diet supplemented with tart cherry powder had
fasting reduced glycemia and insulinemia as well as improved insulin resistance

due to a decrease in plasma levels of IL-6 and TNF-a (Seymour et al., 2009).

C57BL/6 mice fed a high-fat diet supplemented with freeze-dried whole
blueberry powder showed reduced levels of fasting glucose and TNF-a expression
in adipose tissue and improved insulin tolerance test (ITT) results. However, the
plasma concentration of fasting insulin was not reduced, indicating that the
blueberry extract was not effective in reducing hyperinsulinemia resulting from a
high-fat diet (DeFuria et al., 2009). Moreover, a comparison of the effects of
supplementation with freeze-dried powders from different ANT-rich whole berries in
hypo- and hyperlipidemic diets administered to C57BL/6J mice showed no
changes in plasma levels of TNF-a, IL-6 and PAI-1 (Prior et al., 2009). However, in
the same publication, another experiment with the same animal model
demonstrated a reduction in plasma levels of MCP-1 in mice that received a high-

fat diet and drinking water supplemented with ANTs purified from blueberries.

Administration of ANT extracted from black soybean to Sprague-Dawley rats
raised the autophosphorylation level of insulin receptors, stimulating their activity.
Therefore, the hypoglycemic activity attributed to ANTs can be explained, in part,
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by the activation of insulin receptors generated by this group of flavonoids
(Nizamutdinova et al., 2009).

Some recent studies in animal models showed a reduction in glycemia and
an increased expression of the glucose transporter type 4 (GLUT4), which has
been associated with decreased insulin resistance after treatment with
anthocyanins from different plants species (Nizamutdinova et al., 2009; Sasaki et
al., 2007; Takikawa et al., 2010).

GLUT4 is a protein from the glucose transporter family that is sensitive to
insulin and is expressed mainly in muscle and adipose tissue. In the absence of
stimulation, GLUT4 is located in the intracellular compartment. When insulin binds
to the insulin receptor, it triggers a series of reactions that result in the translocation
of GLUT4 to the plasma membrane, increasing glucose uptake (Bryant, Govers, &
James, 2002) and therefore playing a key role in glucose homeostasis.

Increased GLUT4 mRNA expression was observed in heart cells of alloxan-
induced diabetic Wistar rats treated with an extract of Vaccinium arctostaphylos
(Feshani et al., 2011). Although the study did not identify the compounds present in
the extract, the presence of anthocyanins has been observed in fruits of the genus

Vaccinium (Prior et al., 1998).

In the diabetic state, GLUT4 expression in adipocytes is reduced, with a
concomitant increase in the expression and excretion of retinol binding protein
(RBP4) in the blood. There is a link between RBP4 and insulin resistance: when
the blood level of this protein increases, insulin signaling is impaired in skeletal
muscle, and hepatic glucose production is stimulated, increasing blood glucose
(Yang et al., 2005). Therefore, the reduced expression of RBP4 with increased
expression of GLUT4 may be important in the prevention and treatment of diabetes
(Sasaki et al., 2007). An improvement in insulin resistance through the increased

32



expression of GLUT4 had previously been observed in diabetic rats during

treatment with troglitazone (Furuta et al., 2002).

The decreased expression of RBP4 was also observed in mesenteric
adipose tissue of diabetic KK-A’ mice. However, there were no changes in the
concentrations of RBP4 in plasma or white adipose tissue, indicating that the
antidiabetic effect may be associated with modulation of the expression of this
adipocytokine (Takikawa et al., 2010).

The activation of AMP-activated protein kinase (AMPK) in adipose tissue
and skeletal muscle induces increased expression of GLUT4, which provides
greater uptake and utilization of glucose by these tissues through mechanisms
independent of insulin. In the liver, the activation of AMPK reduced
gluconeogenesis, which is increased in T2D, resulting in lower glucose production
(Takikawa et al., 2010). Billberry extract added to the diet decreased plasma
glucose and increased insulin sensitivity in diabetic KK-A’ mice through activation
of AMPK in white adipose, skeletal muscle and liver tissues (Takikawa et al.,
2010).

Therefore, anthocyanins may modulate the expression of adipocytokines,
increase the expression of GLUT4, decrease the expression of RBP4, activate
AMPK and reduce oxidative stress to improve insulin sensitivity, favorably

influencing glycemic control.
2.2.5. a-glucosidase inhibitory action

The prevention of postprandial hyperglycemia in diabetic patients represents
one way to control the disease. The a-glucosidases are enzymes found in the
epithelium of the small intestine that are responsible for the hydrolysis of
carbohydrates (Gray, Lally, & Conklin, 1979). Thus, the use of a-glucosidase
inhibitors, which delay digestion of carbohydrates, may be a therapeutic approach
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for T2D. Synthetic inhibitory agents, such as acarbose, have been employed to
control glycemia increases after meals (Baron, 1998; Chiasson, et al., 2002).
Nevertheless, there is a great deal of interest in natural agents that exert the same
effect, and ANTs have been effective in these conditions (Matsui et al., 2001a;
2001b; Matsui et al., 2002).

The mechanism by which ANT inhibits a-glucosidase is not completely clear.
However, the inhibition is probably competitive, as in the case of acarbose - a
result of the structural similarity between the normal substrate of the enzyme and
the glucosyl groups linked to ANT, which would bind to the active site but would not
be hydrolyzed (McDougall & Stewart, 2005). Another possibility is that polar groups
present in the active site of the enzyme interact with hydroxyl groups on ANT,
changing the molecular configuration of the enzyme and its hydrophilic and
hydrophobic properties, leading to a change in enzyme activity (Adisakwattana,
Charoenlertkul, & Yibchok-Anun, 2009).

Studies performed in vitro with extracts of different plant parts, such as
roots, stems, leaves, flowers and bark, or with standards of anthocyanins, have
shown inhibitory activity of a-glucosidase against maltase and sucrase
(Adisakwattana et al., 2009; Feshani et al., 2011) or only against maltase (Matsui
et al. 2001a; 2001b). Meanwhile, the presence or absence of inhibition, as well as
the efficiency of inhibition, depends on both the type of enzyme and the chemical
structure of ANT (Adisakwattana et al., 2009; Matsui et al., 2001a; 2001b). As an
example, the highest inhibitory activity is seen for ANT acylate, as compared to
non-acylated ANT (Matsui, 2001b), which might be due to its greater stability of
ANT acylate in the gut (Charron et al., 2009).

The reductions in blood glucose resulting from a single dose of ANT extract
from purple sweet potato that were observed in healthy Sprague-Dawley rats after
carbohydrate loading (sucrose, maltose and glucose) occurred through inhibition of
maltase activity (Matsui et al., 2002). Moreover, when a Wistar rat model of
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prediabetes obtained through a high-fructose diet and simultaneous single injection
of streptozotocin (20 mg/kg) was fed a diet supplemented with extract of
chokeberry, hypoglycemic effects were also obtained. In this case, the lowest
blood glucose concentrations were attributed, in part, to inhibition of the enzymes
maltase and sucrase (Jurgonski et al., 2008).

A synergistic effect between acarbose and cyanidin-3-galactoside was
shown by Adisakwattana (2009). This result is important because it indicates that
this combination may lead to a reduction of the dose of acarbose in the treatment
of T2D, consequently reducing side effects that, though weak, may occur by the
consumption of acarbose (Chiasson et al., 2002).

3. Conclusion

Anthocyanins may have favorable effects on T2D. Several papers suggest
that ANTs are able to both stimulate insulin secretion and protect B cells by
reducing oxidative stress, thereby improving insulin resistance and decreasing
levels of postprandial glucose. Further studies are needed to clarify what type of
anthocyanin is most appropriate for a particular purpose, the optimal dose to be
consumed and efficiency of the extracts in relation to consumption of foods that are
rich in these flavonoids.
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ABSTRACT

The effects of gastrointestinal digestion on black bean (BB) and small red bean
(SRB) seed coats were evaluated in treated and untreated extracts with an in vitro
digestion process. The total phenols (TPs), total flavonoids (TFs), condensed
tannins (CTs), monomeric anthocyanins (MAs), ABTS radical-scavenging capacity
and oxygen radical absorbance capacity (ORAC) were evaluated in both groups.
Anthocyanins, which appeared at 10-fold higher levels in BB than SRB (0.83 mg
and 0.08 mg cyanidin 3-glucoside equivalents/g of bean, respectively) were
undetectable in either extract after digestion. The results indicate that the in vitro
digestion process was responsible for a reduction of the TPs, CTs and MAs in both
the BB and SRB seed coats, and of TFs in the BB seed coats. However, the
antioxidant activity was maintained for both groups, and even significantly
increased in the BB group when measured with an ORAC assay.

Keywords: Phaseolus vulgaris, In vitro digestion, Anthocyanins, Phenolic

compounds.
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1. Introduction

Beans (Phaseolus vulgaris) are one of the oldest foods cultivated in America
and an indispensable component of the Brazilian diet. Brazil, besides being the
world's largest producer of this food, also ranks as the largest consumer (MAPA,
2014).

In addition to representing an important source of protein, carbohydrates,
fiber and minerals, beans are recognized for being rich in phytochemicals with
potential health benefits (Lin, Harnly, Pastor-Corrales, & Luthria, 2008). These
bioactive compounds may counteract reactive oxygen species, inhibiting oxidative
mechanisms that lead to degenerative diseases.

Several studies have demonstrated associations between the consumption
of this food and reduced risk of chronic degenerative diseases such as diabetes
(Helmstadter, 2010), obesity (Wu, Xu, Shen, Perricone, & Preuss, 2010),

cardiovascular and renal diseases (Anderson, Smith, & Washnock, 1999).

This potential protective action has aroused the interest of the scientific
community, which identified in this legume not only the presence of bioactive
compounds such as phenolic acids, flavonols, flavan-3-ols, condensed tannins
(CTs) and anthocyanins (ANTs), but also anti-inflammatory and antioxidant
activities (AA), specifically against DPPH, ABTS and peroxyl radicals (Akillioglu &
Karakaya, 2010; Akond et al., 2011; Lin et al, 2008; Oomah, Corbé, &
Balasubramanian., 2010; Marles, Balasubramanian, & Bett, 2010; Tsuda, Osawa,
Ohshima, & Kawakishi, 1994; Xu & Chang, 2008; 2009).

Although they represent a relatively small portion of the bean, the seed
coats concentrate most of the polyphenols found in the beans and this
characteristic has generated several studies conducted with this part of the legume
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(Choung, Choi, An, Chu, & Cho, 2003; Lin et al, 2008; Oomah et al., 2010; Tsuda,
et al., 1994).

Organic extracts have frequently been used for the quantification of
polyphenols and for the assessment of AA in beans seed coats (Choung et al.,
2003). Although several studies have shown that digestion induces important
changes in polyphenols of different foods and extracts leading to changes in
antioxidant activity (Fernandez & Labra, 2013; Noguer et al., 2008; Pérez-Vicente,
Gil-1zquierdo, & Garcia-Viguera, 2002), little is known about the changes brought
by gastrointestinal digestion (Gl) on beans’ polyphenols. Even though the interest
in this subject has recently increased, studies concerning this approach are scarce

The in vitro digestion has been used often to simulate gastrointestinal
conditions since they can be considered relatively simple when compared to the in
vivo model, besides being safe and do not present ethical restrictions (You, Zhao,
Regenstein, & Ren, 2010).

The primary objectives of the present study were to quantify the total
phenols (TPs), total flavonoids (TFs), CTs and monomeric ANTs (MAs); and
investigate the in vitro AA by both oxygen radical absorbance capacity (ORAC) and
ABTS radical-scavenging capacity assays in extracts of the seed bean coats that

were treated (or not) by simulated digestion.
2. Materials and methods
2.1. Materials

Small red beans (SRB) and black beans (BB), grown in the State of Minas
Gerais, Brazil, were purchased from local markets (Campinas, Sdo Paulo, Brazil),

in September 2012 and stored at -18°C until analysis.
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Standards of catechin, gallic acid and the reagents 2,2’-azinobis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), 6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethylchromane-2-carboxylic acid (Trolox), 2,20-azobis(2-
methylamidinopropane)-dihydrochloride (AAPH), sodium fluorescein, aluminum
chloride (AICI3 6H20), butylated hydroxytoluene (BHT), sodium borohydride
(NaBHs), chloranil, vanillin, bile extract from porcine (B-8631), pepsin from porcine
gastric mucosa (EC 3.4.23.1, P-7000), pancreatin from porcine pancreas (4 x USP-
US Pharmacopeia specifications, P-1750) were obtained from Sigma-Aldrich Co.
(St. Louis, USA). All other chemicals and solvents in this study were of analytical
grade. The water was purified by the Milli-Q system (Millipore, Bedford, USA).

2.2. Extraction method

It is evident that peeling beans, in addition to being an extremely laborious
process, can effectively remove the compounds present in the seed coats.

With this initial concept, a preliminary extraction was performed with the aim
of comparing the use of ground bean coats versus whole beans in the preparation
of the extract. This comparison was chosen as a parameter to assess the content
of ANTs (data not shown). Since the results were not significantly different, whole
beans were chosen for further experiments, with a significant reduction in the work

and time required for sample preparation.

The extraction was performed as described by Jordheim, Fossen, and
Andersen (2006), with slight modifications. Approximately 40 g of BB and SRB
were soaked in 45 mL of water (0.5% HCI) at 4°C for 3 h. SRB and BB were then
extracted one and two times, respectively with 100 mL of methanol (0.5% HCI) at
4°C for 24 h. After centrifugation and evaporation under reduced pressure (T<38
°C), concentrates were recombined, diluted with Milli-Q water to a volume of 25 mL
and stored at -80°C for further experiments. These extracts were designated crude
extracts of black (CEB) and small red beans (CESR).
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2.3. In vitro gastrointestinal digestion

In vitro Gl digestion was performed as described by Faller, Fialho, and Liu
(2012), with slight modifications. Briefly, 1 mL of each extract was mixed with
saline (140 mM NaCl, 5 mM KCI, and 150 uM BHT) to create a final volume of 4.5
mL. The mixture was vortexed and acidified with 0.1 M/1 M HCI until it reached pH
2. Then, gastric digestion was performed with the addition of 125 uL of pepsin
solution (200 mg of pepsin in 5 mL of 0.1 M HCI) and the mixture was placed in a
shaker at 37°C for 1 hour. Thereafter, the pH of the solution was adjusted to 6.9
with the addition of 0.1 M/1 M NaHCOs. Further intestinal digestion was performed
with the addition of 625 pL of pancreatin-bile solution (225 mg of bile extract and
37 mg of pancreatin in 18.7 mL of 0.1 M NaHCOQOs3) and incubation in a shaker at
37°C for 2 h. Before the gastric and intestinal steps, the extracts were capped with
nitrogen to prevent degradation of the phenolic compounds due to oxidation. The
digestate volume was adjusted to 9 mL with saline and stored at -80 °C for further
experiments. These extracts were called digested extracts of black (DEB) and
small red beans (DESR).

2.4. Quantification of phenolic compounds
2.4.1. Total phenolics

The TPs were determined by the reaction with Folin-Ciocalteau reagent
(Roesler, Catharino, Malta, Eberlin, & Pastore, 2007). Extracts were dissolved in
methanol to obtain the appropriate concentration. Then, 0.5 mL of each diluted
extract was mixed with 2.5 mL of 10% Folin-Ciocalteu reagent and 2.0 mL of 7.5%
Na>COs solution. After 5 min at 50°C, the absorbance was measured at 760 nm in
a spectrophotometer (DU-640™, Beckman-Coulter - Brea, CA, USA). The
quantification was carried out with a calibration curve of gallic acid (1.0-60.0
pug/mL), and the results were expressed in mg gallic acid equivalent (GAE)/g of
bean.
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2.4.2. Total flavonoids

The determination of TFs was carried out according to Faller et al. (2012),
using the sodium borohydride/chloranil-based (SBC) assay. Briefly, in test tubes, 1
ml of appropriately diluted samples solution (with tetrahydrofuran/ethanol, 1:1, v/v),
were mixed with 1 mL of NaBH4 solution (50 mM) and 0.5 mL of AICIz solution
(74.6 mM). The test tubes were shaken in an orbital shaker at room temperature
for 30 min and an additional 0.5 mL of NaBH4 solution was added into each test
tube. After 30 minutes of shaking in the same conditions, 2.0 mL of cold acetic acid
solution (0.8 M) was added into test tubes which were kept in the dark for 15 min. 1
ml of chloranil solution (20.0 mM) was added and the tubes were heated at 95°C
with shaking for 60 min. The solutions were cooled with water, the final volume was
adjusted to 4 ml with methanol and 1 mL of vanillin (1.052 mM) was added. Then 2
mL of HCI (12 M) was added and the solutions were kept in the dark for 15 min.
The absorbance was measured at 490 nm in a microplate reader (NOVOstar®,
BMG Labtech - Offenburg, Germany). The quantification was performed with a
calibration curve of catechin (0.15-1.8 mg/mL), and TF content was expressed in

milligrams of catechin equivalent (CE)/g of bean.
2.4.3. Condensed tannins

The CTs, were analyzed according to the method of Price, Van Scoyoc, and
Butler (1978), with slight modifications. Briefly, 250 uyL of vanillin reagent (1%
vanillin, 4% HCI in methanol) was added to 50 uL of the suitably diluted sample.
The absorbance was measured at 510 nm using a microplate reader against
methanol as a blank. The quantification was performed with a calibration curve of
catechin (0.02-1.2 mg/mL) and the CT content was expressed in as mg CE/g of
bean.
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2.4.4. Monomeric anthocyanins

The quantification of MAs was determined by the pH differential method
(Giusti & Wrolstad, 2001). Extracts properly diluted in potassium chloride buffer
(pH 1, 0.025 mol/L) and sodium acetate buffer (pH 4.5, 0.4 mol/L) were incubated
for 30 min and then measured at both 520 and 700 nm in a spectrophotometer.
MAs were expressed as milligrams of cyanidin 3-glucoside equivalents (CGE)/g of
bean, considering the molecular weight of 449.2 g/mol and molar absorption
coefficient (g) of 26,900 L/mol cm. Although the literature reports that the major
anthocyanin in BB is delphinidin-3-glucoside (Takeoka et al., 1997), the MA
content is calculated as cyanidin-3-glucoside because of its historical use in similar

assays and its wide commercial availability (Xu & Chang, 2009)
2.5. Antioxidant capacity
2.5.1. ABTS™ scavenging capacity assay

The ABTS™ scavenging capacity assay was determined as described by
Leite et al. (2011). The ABTS™ solution was produced by reacting agueous ABTS
solution (7 mM) with potassium persulfate (2.45 mM). Diluted ABTS™ solution with
an absorbance of 0.70 + 0.02 at 734 nm was employed in the analysis. The
reactions were performed in microplates by adding 250 uL of ABTS™ solution to 50
uL of each extract solution. After 6 min of incubation at room temperature,
absorbance values were measured on a microplate reader. The results were
calculated based on a calibration curve of Trolox (1-180 uM/mL), and results were

expressed as UM Trolox equivalent (TE)/g of bean.
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2.5.2. Oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assay

The ORAC assay, based on the method described by Davalos, Gémez-
Cordovés, and Bartolomé (2004), was performed in a microplate reader. Samples
and Trolox standards were prepared with 75 mM phosphate buffer (pH 7.4). The
outside wells of a black-walled 96 well microplate were not used because of wide
variation in results compared to those from the inner wells. In each well containing
20 pL of extract or Trolox standard and 120 pL of fluorescein (70 mM), 60 pl of
AAPH solution (12 mM) was added to start the reaction, resulting in a final total
volume of 200 pL. The decay of fluorescence was measured every minute for 80
min at 37°C, with excitation and emission wavelengths of 485 and 528 nm. A blank
experiment (fluorescein + AAPH) with buffer instead of the sample or Trolox was
also performed. The results were calculated using the relative area under the curve
for samples compared to a Trolox standard curve (25-800 uM) prepared under the
same experimental conditions. ORAC values were expressed as as UM TE/g of
bean.

2.6. Statistical analysis

Statistical analyses were conducted using StatSoft, Inc. (2013).
STATISTICA software, version 12.0. The results were subjected to ANOVA and
differences between means were located using Tukey’s multiple comparison test.
Significance was determined at p<0.05. All results are presented as means *
standard deviation for triplicates.
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3. Results and Discussion
3.1. Phenolic profiles in crude and digested extracts

The evaluation of the in vitro digestion in TPs, TFs, and CTs are presented
in Fig. 1.

CESR showed 1.23 = 0.04 mg GAE/g of beans, levels significantly higher
than those of TPs (p<0.05) and the 0.85 + 0.06 mg GAE/g found in CEB,
confirming the trend toward increased phenols in bean varieties with light colors
(Espinosa-Alonso, Lygin, Widholm, Valverde, & Paredes-Lopez, 2006). Compared
with studies performed on whole ground beans, the results are close to those
obtained by Espinosa-Alonso et al. (2006) and slightly lower than those found by
Mujica, Granito, and Soto (2009) who carried out the extraction with methanol. Xu
and Chang. (2008) found higher values using acetone for extraction. Therefore, the
discrepancy in results may be attributed, at least in part, to the solvent used for
extraction. Phenolic compounds present in BB were more affected by in vitro Gl
digestion, with a 75% reduction compared to the 52% in SRB. The decrease in
TPs, which was significant for both extracts (p<0.05), may be a consequence of the
instability of these compounds when exposed to high pH (Friedman & Jirgens,

2000), as may occur in intestinal alkaline medium.

Unlike methods based only on the reaction with aluminum chloride, which
may underestimate the flavonoid content of a sample, the quantification performed
with the SBC assay permits the measurement of all subgroups of flavonoids,
including flavones, flavonols, flavonones, flavononols, isoflavonoids, flavanols, and
anthocyanins (Faller et al., 2012). The samples showed TFs of 1.59 £ 0.6 and 2.05
+ 0.01 mg CE/g in crude extracts and 1.25 + 0.07 and 1.96 + 0.1 mg CE/g in
digested extracts of BB and SRB, respectively. These data show that SRB had a
higher concentration of TFs than BB and also reveal that only in BB seed coats,
simulated Gl digestion caused a significant loss (p<0.05) of these compounds. Xu
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and Chang (2007), in a study with whole beans, found 0.85 and 0.98 mg CE/g for
RB and BB, respectively. The lower levels of TFs obtained could be explained by

differences in methodology used in the analyses.

The determination of CTs revealed that CEB had concentrations significantly
higher than those of CESR (p<0.05) with 76.3 + 6.9 and 54.4 + 4.1 mg CE/g for
CEB and CESR, respectively. These levels were higher than those determined by
Espinosa-Alonso et al. (2006) and Valdés, Coelho, Michelluti, and Tramonte
(2011). However, in both studies, CTs were evaluated in bean flour and the levels
of these polyphenols are greater when determined in tegument than in whole seed
(Guzman-Maldonado, Castellanos, & De Mejia, 1996).

Fernandez and Labra, (2013), after evaluating the effect of simulated
digestion in red grape skin and seed extracts, reported the degradation of tannins,
which was attributed to the interaction between these compounds and pancreatic
enzymes and to the intestinal pH. After digestion, the contents of CTs in both
extracts showed a significant decrease (p<0.05) with 6.4 + 0.3 mg CE/g for BB and
5.3 £ 0.2 mg CE/g for SRB. Meanwhile, it was found that these values were not

significantly different among themselves (p> 0.05).
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Fig. 1. Total phenols (A), total flavonoids (B) and condensed tannins
(C) in bean seed coats. Values are means + standard deviation of
triplicate analysis. GAE - gallic acid equivalent. CE - catechin
equivalent. Different letters indicate significantly different values
(p<0.05).
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The levels of MAs were 0.83 + 0.04 in CEB and 0.08 + 0.01 mg CGE/g in
CESR. ANTs could not be detected in digested extracts.

The results indicate significant differences in concentrations of ANTs
between the two varieties of beans (p<0.05), and BB showed ANT levels 10 times
higher than SRB. Literature data show several results for the quantification of
ANTs, including 0.25 to 0.45 mg/g (Akond et al., 2011), 0.01 to 1.85 mg CGE/g
(Espinosa-Alonso et al., 2006), and 0.44 mg/g (Wu et al., 2006) for BB, with 0.32 to
0.42 mg/g (Akond et al., 2011) and 0.06 mg/g (Wu et al., 2006) for RB. Although
some of these published results are similar to those found in the present study,
others are quite different. However, in addition to methods employed for the
extraction and quantification and geographic and agronomic factors, the varieties
and genetic profiles may directly influence the ANT levels (Macz-Pop, Rivas-

Gonzalo, Pérez-Alonso, & Gonzalez-Paramas, 2006).

Compared to other phenolic compounds, ANTs showed higher losses during
simulated digestion, because they are broadly sensitive to the alkaline conditions
of the intestinal digestion, as well as the impact caused by digestive enzymes and
bile salts (Bermudez-Soto, Tomas-Barberan, & Garcia-Conesa, 2007; Bouayed,
Hoffmann, & Bohn, 2011; McDougall, Fyffe, Dobson, & Stewart, 2005a). Significant
decreases in concentrations of ANTs following in vitro Gl digestion were reported
in research with pomegranate juice (Pérez-Vicente, et al., 2002), chokeberry
(Bermudez-Soto et al., 2007) and grapes (Tagliazucchi, Verzelloni, Bertolini, &
Conte, 2010). In research conducted with apples, Bouayed et al. (2011) did not
detect ANTSs after intestinal digestion.

According to Pérez-Vicente et al. (2002), it is important to consider that,
after intestinal digestion in humans, the ANT flavylium form would not be the
predominant one due to the slightly alkaline pH. Also, the possibility that part of the
ANTs is metabolized to some other noncolored, oxidized forms or degraded into
other chemicals should be considered.
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In our simulated intestinal medium (pH 7.5-8.0), ANTs (consisting of four
molecular forms in equilibrium: the colored flavylium cation and the secondary
structures: quinoidal base, hemiacetal and chalcone pseudobases) would be
predominantly present in the colorless chalcone molecular form. This would not
allow their quantification by the method we employed (McDougall, Dobson, Smith,
Blake, & Stewart, 2005b).

Therefore, despite the evidence of significant reductions in MAs after
digestion, the fact that ANTs were not detected in digested extracts does not imply

the complete loss of these compounds.
3.2. Antioxidant activity

Because the antioxidant activity of a compound can present distinct results
with different radicals, it must be examined through more than one test. Our study
determined the antioxidant activity by ABTS™ scavenging capacity and ORAC
assays on raw and digested BB and SRB seed coat extracts. These results are

shown in Table 1.

CESR and DESR showed greater ability to reduce ABTS™ than did CEB and
DEB, but no significant differences (p>0.05) were observed between the crude and

digested extracts for each variety of bean.

It is interesting to note that, although the digestion produced a significant
reduction (p<0.05) in TPs, CTs and MAs of SRB and BB and in TFs of BB, the
ABTS antiradical activity was maintained at the same levels in the crude and
digested extracts. Akillioglu and Karakaya (2010), in a study of beans, cooked
under different conditions, found increased ABTS radical-scavenging capacity after
in vitro digestion. The divergence of the results could possibly be explained by
differences in the varieties of beans employed in the studies, in addition to the fact
that the authors conducted digestion on whole beans after cooking.
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Table 1. Antioxidant activities of bioactive compounds in black and small red

beans.
ABTS radical scavenging activity ORAC (uM Trolox
Extracts ) .
(UM Trolox equivalents/g ) equivalents/qg)
CEB 17.4+0.1° 1241 + 122°
DEB 142+14° 1778 +59 2
CESR 21.9+052 1079 + 10°
DESR 235+1.1°2 1431 + 122%

CEB - crude extract of black beans; DEB - digested extract of black beans; CESR -
crude extract of small red beans; DESR - digested extract of small red beans.

Values are means + standard deviation of triplicate analysis. Different letters in the
same column indicate significantly different values (p<0.05).

The main ANT degradation products are phenolic acids (Fleschhut, Kratzer,
Rechkemmer, & Kulling, 2006), whose AAs were previously reported (Villafio,
Fernandez-Pachdn, Troncoso, & Garcia-Parrilla, 2005). During intestinal digestion,
through oxidative reactions, ANTs can undergo polymerization and/or
complexation with proteins and polysaccharides present in the intestinal medium.
(Stevenson, Cooney, Jensen, Zhang, & Wibisono, 2007). Therefore, it can be
hypothesized that the different products formed during the in vitro process were at
least partly responsible for maintaining the sequestration capacity of the ABTS™ in
BB, since the initial concentration of ANTs was important in this variety. Moreover,
the products originated from the degradation of tannins may have contributed to
the maintenance of the antioxidant activity.

With respect to the SRB, the higher antiradical activity ABTS compared with
BB could be attributed to a higher concentration of non-anthocyanic phenolic
compounds. Tagliazucchi et al. (2010) in a study of the AA of grape polyphenols,
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found that non-anthocyanic polyphenols showed greater stability in the intestinal

pH. The authors also suggested that the antiradical activity may be pH-dependent.

ORAC assay is more relevant from a biological standpoint for being
performed in physiologic temperature and pH, reflecting more closely the
antioxidant activity in biological systems (Prior, Wu, & Schaich, 2005). Crude
extracts of both varieties of beans showed no significant differences (p> 0.05) in
the AA through the ORAC assay. The values found with this method, 1241 + 122
and 1079 + 58 umol TE/g for CEB and CESR respectively, are higher than those
reported by Xu and Chang (2008) for whole beans. However they are consistent
with the results obtained for BB in a study of several varieties (Oomah et al., 2010),
with seed coats’ AA 6 to 8 times greater than that of the whole bean. These data
confirm that seed coats, although a small portion of the bean (7.6% for BB and

9.2% for SRB), concentrate the bioactive compounds of beans.

Working with red wine, Noguer et al. (2008) reported a reduction in the
polyphenol concentration and an increased AA by ORAC method after in vitro Gl
digestion. These results were associated with the increased concentrations of
simple phenolic compounds such as phenolic acids.

The present data on bean seed coats showed that the digested extracts had
higher AA, with increases of 43.2% for BB and 32.7% for the SRB. However, the
increase in AA was significant only for BB (p<0.05).

One possible explanation for our results would be the conversion of phenolic
compounds (induced by Gl digestion) into products with different chemical
properties with, consequently, different biological activities (Bermudez-Soto et al.,
2007).

It is important to stress that although the digested extracts have
demonstrated relevant scavenger capacity against ABTS and peroxy radicals, the
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presence of other non-phenolic compounds, such as amino acids derived from the
hydrolysis of proteins, may interfere with the AA (Pérez-Jiménez & Saura-Calixto,
2006).

Because the Gl tract is constantly exposed to reactive oxygen species, both
from the diet and from the activation of phagocytes in the gut (Halliwell, Rafter, &
Jenner. 2005), the bioactive compounds from beans’ seed coats may exert direct

protective effects by scavenging reactive oxygen species.
4. Conclusions

Our results indicate that the in vitro digestion process was responsible for a
reduction of the TPs, CTs and ANTs in both the BB and SRB seed coats, and of
TFs in the BB seed coats. However, the AA was maintained for both groups, and
even significantly increased in the BB group when measured with an ORAC assay.

The in vitro digestion model employed in our study has several limitations
when compared with the real biological conditions. However, the results are a step
forward from the simple chemical extraction that has been used until now. Further
work is required to determine which polyphenols remain and which are the
degradation products formed after digestion, as well as to evaluate the AA of these

compounds.
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RESUMO

O presente estudo teve por objetivo caracterizar as antocianinas (ANTs) de um
extrato semipurificado de feijao preto e avaliar o efeito produzido pela digestéao in
vitro na atividade antioxidante, nos fendis totais e nas ANTs monoméricas deste
extrato. A identificacdo e quantificacdo das ANTs foram realizadas por CLAE-
EM/EM, o que possibilitou a identificacao de: delfinidina 3-glicosideo, petunidina 3-
glicosideo e malvidina 3-glicosideo. A digestdo simulada provocou redugédo de
45% na concentracéo de fendis totais e 90% das ANTs. A atividade antioxidante,
analisada pelos ensaios TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) e ORAC
(Oxygen Radical Absorbance Capacity), também foi reduzida apds a digestao,
com 28 e 35% de reducdo, respectivamente. As redugdes observadas na
capacidade antioxidante foram provavelmente decorrentes da degradacao das

ANTs durante o processo de digestao intestinal.

Palavras chave: Phaseolus vulgaris, Digestao in vitro, Antocianinas, ORAC, TEAC,

CLAE-EM/EM.
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1. Introducao

Os feijoes comuns (Phaseolus vulgaris) sdo amplamente consumidos e
cultivados em diferentes regides do planeta. O Brasil € o maior produtor mundial
deste grao com uma producao anual em torno de 3,5 milhdes de toneladas (MAPA
2014).

Representando uma fonte importante de compostos bioativos, concentrados
principalmente em sua casca, os feijdes de diferentes variedades apresentam
composicoes caracteristicas de polifendis. Em meio a estes compostos, foram
identificados &cidos hidroxi-cindmicos e flavonoides como flavondis e antocianinas
(Lin et al. 2008; Oomah et al. 2010). Dentre os compostos presentes no feijao
preto, destacam-se as antocianinas (ANTs) (Jordheim et al. 2006; Xu e Chang
2009).

Constituindo um importante grupo de flavonoides, as ANTs estdo presentes
principalmente em angiospermas. Estes pigmentos hidrossoluveis sé&o
responsaveis pelas cores que variam do rosa ao vermelho e do violeta ao azul

escuro da maioria das frutas, vegetais, graos e flores (Andersen e Jordheim 2013).

Uma caracteristica importante das ANTs é que sao formadas por uma
aglicona (antocianidina) unida a uma ou mais moléculas de agucar e
eventualmente a um acido. A unidade estrutural da aglicona é o cation flavilium, ao
qual se encontram ligados os grupamentos hidroxila e/ou metoxila. Nos alimentos
as principais antocianidinas encontradas sdo: cianidina, peonidina delfinidina,
pelargonidina, malvidina e petunidina (Andersen e Jordheim 2013). Embora a
cianidina seja a aglicona predominante na maioria dos alimentos, a delfinidina é
reportada como a principal aglicona do feijao preto (Takeoka et al. 1997; Jordheim
et al. 2006). Adicionalmente, apenas ANTs simples, ou seja, sem &acidos
conjugados na molécula, ja foram identificadas nos feijoes (Takeoka et al. 1997;
Wu e Prior 2005; Andersen e Jordheim 2013).
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O consumo de ANTSs, provenientes dos mais diversos alimentos, tem sido
associado a reducéao do risco de uma série de doencas, tais como: alguns tipos de
cancer, diabetes, doencas cardiovasculares, sindrome metabdlica e outros tipos
de doencas crbnico-degenerativas. Muitos desses efeitos positivos estdo
relacionados com a atividade antioxidante atribuida as ANTs (He e Giusti 2010).

Estes compostos apresentam atividade antioxidante elevada, devido ao
poder de neutralizacdo que possuem em relacdo aos radicais livres, com a
consequente interrupcao das reagdes em cadeia que determinam o dano oxidativo
(He e Giusti 2010). Estudos realizados com ANTs extraidas de diferentes
alimentos demonstraram a sua capacidade de inativar os radicais DPPH, ABTS e
peroxila (Awika et al. 2005; Duymus et al. 2014). Entretanto, as analises in vitro
parecem demonstrar maior bioatividade das ANTs do que as andlises in vivo (Liu
et al. 2013). Este fato pode ser decorrente da degradacdo das ANTs durante a
digestdo. A instabilidade destes compostos nas condi¢des de pH do intestino
delgado e na presenga de enzimas digestivas e sais biliares foi demonstrada
previamente (Bouayed et al. 2011).

A digestao in vitro tem se mostrado como uma alternativa para a avaliacao
das transformacbes sofridas por diferentes compostos durante a digestao
gastrointestinal. Entretanto, este método apresenta algumas limitacées, como a
auséncia da microbiota intestinal e dos controles hormonal e neural, responsaveis
pela regulacdo dos principais processos digestivos como, o esvazimento gastrico,
o transito intestinal e a secrec¢éo dos fluidos digestivos (Guerra et al. 2012). Ainda
assim, por ser um método simples, rapido e ndo apresentar as restricoes éticas
encontradas nos ensaios in vivo, tem sido utilizado em inumeros trabalhos de
determinacao de polifenois, ANTs e atividade antioxidante (McDougal et al. 2005;
Liang et al., 2012; Correa-Betanzo et al. 2014).

Estudos recentes avaliaram a atividade antioxidante de extratos obtidos a
partir de graos inteiros e da casca de feijoes (Xu e Chang 2009; Oomah et al.
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2010; Akond et al. 2011). Porém, trabalhos que avaliem o efeito da digestdo nas

ANTs e na atividade antioxidante de feijao sdo escassos.

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da digestao in
vitro nas ANTs monomeérias e os fendis totais, bem como na atividade antioxidante
de um extrato rico em ANTs obtido da casca de feijao preto, por meio da
simulacdo das condicdes quimicas e enzimaticas da digestdo gastrointestinal.
Além disso, as ANTs do feijao preto foram identificadas e quantificadas, através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a espectrometria de massas
(CLAE-EM/EM).

2. Material e métodos
2.1. Material

Os feijoes pretos, provenientes do estado de Minas Gerais, Brasil, foram
adquiridos no comércio local de Campinas, em setembro de 2012 e estocados a -

18°C até o preparo do extrato.

Os padrées de Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico) e acido galico foram obtidos da Sigma-Aldrich Co. (St. Louis, EUA).
Os padrées de delfinidina 3-glicosideo (dfn 3-glc) e cianidina 3-glicosideo (cnd 3-

glc) foram adquiridos da Extrasynthése (Genay, Franca).

Os reagentes [2,2’-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)] (ABTS),
2,2’-azobis (amidinopropano) dihidrocloreto (AAPH), fluoresceina sddica, hidrdxido
de tolueno butilato (BHT), extrato de bile porcina, pepsina mucosa gastrica porcina
e pancreatina de pancreas porcino foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St.
Louis, USA).
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O metanol grau cromatografico (CLAE) foi obtido de J. T. Baker (Mexico
City, D.F., Mexico). A agua foi purificada pelo sistema Milli-Q (Millipore, Bedford,
USA. Os solventes, acidos e demais reagentes utilizados nas diferentes analises
foram de grau analitico da Labsynth (Diadema, Brasil).

2.2. Extracgédo e purificacao das antocianinas

A extracédo das ANTs foi realizada segundo o método descrito por Jordheim
et al. (2006), com ligeiras modificacdes. Inicialmente, 4 kg de graos de feijao foram
embebidos em 4,8 L de agua destilada (0,5% HCI), durante 16 h a 4°C. Esta etapa
foi realizada com o objetivo de melhorar o rendimento, visto que a extragcao
realizada diretamente com metanol produz uma concentracdo de ANTs muito
baixa. Em seguida, os feijdes foram extraidos duas vezes com 4,8 L de metanol
(0,5% HCI) por 24 h a 4°C. Apds centrifugacao, filtragdo a vacuo e concentracao
sob pressao reduzida (T<38°C), os extratos foram recombinados e tiveram o
volume ajustado com agua para 600 mL. Posteriormente, o extrato sofreu particao
liquido-liquido com acetato de etila (3 x 600 mL) para remocao de flavonoides
menos polares e outros compostos ndo polares. A camada aquosa foi concentrada
para 300 mL e submetida a coluna Amberlit XAD 7 (Sigma), que foi lavada com
agua para remocao de acgucares livres e acidos alifaticos. As ANTs foram entao
eluidas com metanol (0,5% HCI) e o eluato foi concentrado a vacuo para
eliminagdo do solvente, liofilizado e armazenado a -80°C até o momento das
andlises. Este extrato foi denominado extrato rico em ANTs (ERA).
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2.3. Andlises das antocianinas por cromatografia liquida e espectrometria
de massas (CLAE-EM/EM)

Condicbes da CLAE-EM/EM

As analises das ANTs presentes no ERA foram executadas em um
cromatografo liquido de alta eficiéncia acoplado a espectrdmetro de massas
Shimadzu 8040 (Kyoto, Japao) do tipo triplo quadrupolo equipado, com fonte de
ionizagao electrospray (ESI).

A separacao cromatogréfica foi realizada em coluna Nova-Pak® Cis (4 um,
3.9 mm i.d., 150 mm) (Waters, Milford, MA, EUA) usando fase moével binaria. O
solvente A foi agua e o solvente B foi metanol, ambos com 5% de &cido férmico. O
gradiente de eluicdo a 35 °C foi 0 seguinte: 0 min, 10% B; 0-15 min, 10-40% (v:v)
B; 15-16 min, 40-100% (v:v) B; 16-17 min, 100% (v:v) B; 17-18 min, 100-10% B;
18-20 min, 10% (v:v) B, a um fluxo de 0,9 mL/min. A temperatura do amostrador
automatico foi mantida a 15°C e o volume de injecao foi de 10 pL. Os parametros
da fonte de ionizacao foram voltagem capilar de 4,5 kV; temperatura de 300 °C;
temperatura da linha de dessolvatacao de 230 °C; fluxo do gas de secagem (N;) a
15 L/min; fluxo do gas nebulizador (N2) a 3 L/min; pressdo de gas (Ar) para

dissociacao induzida por colisdo de 228 kPa.

A selecdo das ANTs foi realizada previamente, de acordo com analise de
varredura completa do extrato de casca de feijao. Os experimentos de EM/EM
foram feitos no modo positivo e entdo, um método de CLAE-EM/EM utilizando
monitoramento de mdultiplas reacdes (MRM) para garantir maior sensibilidade e
especificidade foi desenvolvido e aplicado a amostra real. Cnd 3-glc foi empregada
como padréao interno (PIl) por ndo estar presente na amostra (Wu e Prior 2005) e
dfn 3-glc foi usada para a construgdo da curva analitica para determinacao de
todas as ANTs. A Tabela 1 apresenta os parametros de DP (Potencial de Orificio),
CE (Energia de Colisdo) e CXP (Potencial de Saida da Cela de Colisao),
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otimizados para a analise de transicdo MRM de cada analito e do Pl. Os dados

foram adquiridos pelo software Labsolution (versdo 5.53 SP2, Shimadzu).

Tabela 1. Parametros de espectrometria de massas para as transicées MRM.

Composto Transigées (m/z)  DP (V) CE(V) CXP (V)
Delfinidina 3-glucosideo 465>303 -16 -21 -23
Petunidina 3-glucosideo 479>317 -17 -23 -23
Malvidina 3-glucosideo 493>331 -17 -22 -24
Cianidina 3-glucosideo 449287 -21 -28 -15

DP: potencial de orificio, CE: energia de colisdo, CXP: potencial de saida da
cela de colisao.

Preparo dos padrées e curva de calibragcao

Solucdes estoque dos padrdes de ANTs (1mg/mL) foram preparadas em
metanol:agua (1:1, viv) e estocadas a 4°C. Posteriormente, uma solugéo
intermediaria de cada padrao (10 ug/mL) foi preparada em metanol:agua (1:1, v:v).
Diluigbes desta solucao foram feitas a 7 diferentes niveis para as curvas analiticas
de dfn 3-glc, que foram produzidas com as concentragdes de 200, 400, 600, 800,
1000, 1200 e 1500 ng/mL. Para prevenir a degradagdo dos compostos, todas as
solugdes foram mantidas ao abrigo da luz.

Os resultados foram expressos como pg de equivalentes de dfn 3-glc/mg de

extrato. Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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2.4. Digestao gastrointestinal in vitro

O diagrama de fluxo do processo de digestdo esta apresentado na Figura 1.
A digestao gastrointestinal in vitro foi realizada de acordo com o método descrito
por Faller et al. (2012), com ligeiras modificagées. Brevemente, 200 mg de extrato
liofilizado foi misturado com 4,5 mL solugédo salina (NaCl 140 mM, KCI 5 mM e
BHT 150 uM) e agitada por 10 min a 21 °C. A mistura foi acidificada com HCI 0,1
M/1 M até atingir o pH 2. Foram adicionados 125 uL de solucao de pepsina (200
mg de pepsina em 5 mL de HCI 0,1 M) e a mistura foi colocada em um agitador a
37°C por 1 h para realizacdo da digestao gastrica. ApGs esta etapa, o pH da
solucdo foi ajustado para 6,9 pela adicdo de NaHCOs; 0,1 M/1 M e foram
adicionados 625 pL de solucao de bile-pancreatina (225 mg de extrato de bile e 37
mg de pancreatina em 19 mL de NaHCOs; 0,1 M. A digestado intestinal foi
conduzida em agitador a 37°C por 2 h. Antes de cada etapa de digestao gastrica e
intestinal, os extratos foram submetidos a atmosfera saturada por nitrogénio para
prevenir a degradagdo das ANTs pela oxidacdo. O volume final foi ajustado para
11 mL com solugédo salina, aliquotado e estocado a -80 °C para posteriores

experimentos. Este extrato foi chamado de extrato rico em ANTs digerido (ERAD).
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200 mg de extrato liofilizado de casca de feijao (ERA)
+
4.5 mL solugao salina

1 Agitacao por 10 min a 21°C

Ajuste da solucao para pH 2 com HCI
+
125 plL de solucéo de pepsina

l Incubagao por 60 min a 37°C

Ajuste da solucao para pH 6,9 com NaHCOg3
+
625 pL de solucao de bile-pancreatina

l Incubagédo por 120 min a 37°C

Ajuste do volume para 11 mL com solug&o salina

1

Extrato digerido (ERAD) aliquotado e estocado a -80°C

Figura 1. Diagrama de fluxo da digestao gastrointestinal in vitro.

2.5. Determinacao dos fenois totais

O método Folin-Ciocalteau foi utilizado para a analise dos fenois totais em
ERA e ERAD (Roesler et al. 2007). Os extratos foram diluidos em metanol para
obtencdo de concentracbes de 0,5 mg/mL. Em seguida, 0,5 mL de extrato ou
padrdao de &acido galico foram misturados com 2,5 mL de reagente de Folin-

Ciocalteau 10% e 2,0 mL de solucdo de Na,COsz 7,5%. Apds permanecer 5 min
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em banho a 50°C, as absorbancias foram lidas a 760 nm em espectofotémetro
(DU-640™, Beckman-Coulter - Brea, CA, USA). A quantificacédo foi realizada por
meio de curva de calibragdo do acido galico (1,0 — 60,0 pg/mL) e os resultados
foram expresso em g de equivalente de acido galico (EAG)/mg de extrato.

2.6. Determinag&o das antocianinas monoméricas

A determinagéo das ANTs monoméricas foi realizada em ambos os extratos
pelo método do pH diferencial, de acordo com a metologia proposta por Giusti e
Wrolstad (2001). Inicialmente, foi determinado o fator de diluigdo adequado,
através da diluicdo da amosta em tampao cloreto de potassio (pH 1,0; 0,025 M) de
forma a se obter absorbancia préxima de 0,8, a 520 nm. Em seguida, foram
preparadas duas diluicbes de cada extrato, uma em tampao cloreto de potassio e
outra em tampéo acetato de sédio (pH 4,5; 0,4 M). Apés incubacao de 30 min ao
abrigo da luz, foram realizadas as leituras em espectrofotdmetro a 520 e 700 nm.
As ANTs monoméricas foram expressas em ug de equivalente cnd 3-glc/mg de
extrato, considerando o peso molecular de 449,2 g/mol e coeficiente de absor¢ao

molar (€) de 26,900 L/mol.cm (Jurd e Asen, 1966) empregando a Equacéo 1:

[(A520 — A700)pH4,5 |XPM XFD x103
e X1

AM (mg/L) _ [(As20 - A700)pH1 —

(eq. 1)

onde Aszy € A7oo correspondem as absorbancias a 520 e 700 nm, respectivamente;
FD ao fator de diluicdo e 1 ao caminho ético em cm.

Embora a principal ANT do feijao preto seja a dfn 3-glc, o teor das ANTs
monoméricas foi calculado em equivalentes de cnd 3-glc, devido a auséncia de
informagdes na literatura sobre o coeficiente de absor¢cdo molar da dfn 3-glc em
tampéao.
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2.7. Determinagdo da capacidade antioxidante pelo ensaio TEAC (Trolox

Equivalent Antioxidant Capacity)

O ensaio TEAC, que avalia a capacidade de um composto neutralizar o
radical estavel ABTS em comparacdo com a atividade antioxidante do Trolox, foi
realizado de acordo com o método descrito por Leite et al. (2012). A producéo de
ABTS™ ocorreu pela mistura de 5 mL de solugdo aquosa de ABTS [2,2'-azino-bis
(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)] 7 mM com 88 uL de persulfato de potassio
140 mM. O radical foi diluido em agua de modo a se obter absorbancia de 0,7000
* 0,02 a 734nm. Os extratos, também diluidos em agua, foram analisados na
concentracao de 0,02 mg/mL. A reacao ocorreu pela adicao de 250 uL de solugao
de ABTS™ a 50 uL de extrato ou padrdo, por 6 minutos, seguida de leitura de
absorbancia a 734 nm em leitor de microplacas (NOVOstar®, BMG Labtech -
Offenburg, Alemanha). Os resultados foram calculados com base em curva de
calibracao de Trolox (10 — 170 uM) (% de inibicdo x concentragdo de Trolox) e

expressos em UM de equivalentes Trolox/mg de extrato.

2.8. Determinacao da capacidade antioxidante pelo ensaio ORAC (Oxygen
Radical Absorbance Capacity)

O ensaio ORAC foi baseado na metodologia descrita por Leite et al. (2011).
Foram empregadas microplacas pretas com 96 pocos. Devido a grande variacao
de resultados decorrente do uso dos pocos externos da microplaca, os mesmos
ndo foram utilizados durante o experimento. As solugcdes envolvidas na reacao
foram preparadas com tampao fosfato 75 mM (pH 7,4). Os extratos, diluidos em
agua, foram analisados na concentracéo de 0,075 mg/mL. Nos pocgos contendo 20
ML dos extratos ou diferentes concentracbes de padrdao de Trolox foram
adicionados 120 pL de solucédo de fluoresceina (70 uM) e em seguida 60 pL de
solucdo de AAPH (12 mM) para dar inicio a reacdo. O decaimento da
fluorescéncia foi registrado em leitor de microplacas, a cada 1 min durante 80 min,
a 37°C com emissao a 520 nm e excitacdo a 485 nm. Um branco da reacgao
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(fluoresceina + AAPH) com tampao no lugar do antioxidante foi realizado. Os
resultados, expressos em umol de equivalents de Trolox/mg de extrato, foram
calculados usando a area relativa sob a curva das amostras comparada com a
curva do padrdo de Trolox (25 - 700 uM). A area sob a curva foi calculada de

acordo com a Equagéo 2.
AUC =1+ f1/fo +... fi/fo + ... fso/fo (eq. 2)

onde fy e fi sdo representados pelas fluorescéncias obtidas nos tempos 0 e

intermediarios entre 0 e 80 minutos, respectivamente.
2.9. Analises estatisticas

Os dados obtidos foram avaliados através teste t para amostras pareadas,
pelo software STATISTICA (StatSoft Inc., 2013, versdo 12.0). A significAncia foi
determinada a p<0,05. Os resultados foram apresentados como média + desvio

padrao das triplicatas analisadas.

3. Resultados e discusséo
3.1. Identificacdo e analise quantitativa das antocianinas

As andlises qualitativas e quantitativas das ANTs do ERA foram realizadas,
através de CLAE-EM/EM. O modo positivo foi escolhido para a conducao dos
experimentos uma vez que as ANTs sdo carregadas positivamente. Inicialmente
foi realizada a selecdo das ANTs do extrato através de andlise de varredura
completa. Em seguida, andlises de EM/EM foram realizadas no extrato e também
no padrdo dfn 3-glc para conhecimento das caracteristicas dos ions produto e
perdas neutras. Foram detectados os ions de massa m/z 303, m/z 317 e m/z 331,

correspondentes a perda da molécula de agucar. Portanto, as transicoes
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465—303, 479—-317 e 493—331 foram escolhidas para as analises quantitativas
por MRM. Por fim, as ANTs foram separadas por CLAE-EM/EM.

Como pode ser observado na Figura 2 e na Tabela 2, foram detectadas 3
diferentes ANTs no ERA. Nas diferentes analises realizadas por EM/EM, foram
enfatizadas as avaliacbes dos ions produto provenientes da fragmentacao de um
ion precursor selecionado. Além disso, os tempos de retencao, a massa do agucar
ligado a aglicona e os dados descritos na literatura foram empregadas para a
identificacdo das ANTSs.

25000 -
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15000 -

10000
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00 10 20 30 40 50 60 70 8.‘0 9.‘0 100 10 120 130 140 min

Tempo de retencéo

Figura 2. Cromatograma do extrato rico em ANTs da casca de feijao preto. (1)
Delfinidina 3-glucosideo, (2) cianidina 3-glucosideo (padrao interno), (3) petunidina

3-glucosideo, (4) malvidina 3-glucosideo.

O pico cromatografico 1, observado na Figura 2, apresentou o ion molecular
[M]" em m/z 465. A perda de uma hexose [M-162]" levou a formacado do fragmento

referente a aglicona m/z 303, correspondente a delfinidina. Consequentemente, a
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ANT foi identificada como dfn 3-glc (Figura 3). Comparacbes dos dados do
espectro de massa deste pico com o padrdao dfn 3-glc confirmaram esta
identificacao.

O perfil do espectro de massas do pico 3 (Figura 2) revelou o ion molecular
[M]* em m/z 479 e o fragmento EM/EM em m/z 317, correspondente a aglicona
petunidina e resultante da perda de uma hexose [M-162]". Desta maneira, pode-se
sugerir que o composto seja a petunidina 3-glicosideo (ptn 3-glc) (Figura 3), visto
gue outros autores demonstraram a presenca desta ANT em feijdo preto (Yoshida
et al. 1996; Takeoka et al. 1997; Wu e Prior 2005).

Finalmente, a andlise do pico 4 (Figura 2) mostou o ion molecular [M]* em
m/z 493 e o fragmento MS/MS, proveniente da perda de uma hexose [M-162]*, em
m/z 331, indicativo da aglicona malvidina. Com base nestas evidencias e em
dados da literatura, sugere-se que seja a malvidina 3-glicosideo (mvd 3-glc)
(Yoshida et al. 1996; Takeoka et al. 1997; Wu e Prior 2005).

OH Antocianidina R1 R2

HO o @ Ro Delfinidina OH OH
(o] Petunidina OH OCHs
=

O-glicose Malvidina OCHs OCHs

OH

Figura 3. Estruturas das antocianinas encontradas no extrato rico em ANTs da

casca de feijao preto.
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Embora monoglicosideos de delfinidina, petunidina e malvidina tenham sido
identificados em feijdes pretos (Takeoka et al. 1997; Aparicio-Fernandez et al.
2005; Wu e Prior 2005; Jordheim et al. 2006), alguns autores descrevem a
presenca das mesmas agliconas na forma livre ou ainda diglicosiladas em feijdes
com esta mesma cor de casca (Yoshida 1997; Romani et al. 2004; Aparicio-
Fernandez et al. 2005; Wu e Prior 2005). Diferencas na origem, no cultivar e no
grau de maturacao, além do método empregado na extracdo, poderiam explicar
estas discrepancias (Macz-Pop et al. 2006).

A quantificagdo das ANTs foi baseada na curva padréo de dfn 3-glc obtida
pela andlise CLAE-EM/EM (MRM) utilizando a cnd 3-glc como padrao interno. A
curva teve a seguinte equacdo para a dfn 3-glc:y = 1,6181x - 0,0404; R? = 0,9955.
Os resultados estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Identificacdo e quantificacdo das antocianinas do extrato da casca do

feijao preto.

Hg de equivalente de

Pico* [M]"(m/z) MS/MS (m/z) Composto dfn 3-glc/mg de
extrato
1 465 303 [M-162]* delfinidina 3-glicosideo 48,1149
3 479 317 [M-162]* petunidina 3-glicosideo 35,0+3,3
4 493 331 [M-162]* malvidina 3-glicosideo 26,6+1,3

*Numerado de acordo com o cromatograma.
Dfn 3-glc: delfinidina 3-glicosideo.

As analises quantitativas revelaram que a dfn 3-glc foi a ANT majoritaria do
extrato, representando 44% do total das ANTs, seguida de ptn 3-glc e mvd 3-glc
com 32% e 24%, respectivamente. Wu et al. (2006) indicaram relagdes
percentuais de ANTs muito prdéximas as encontradas em nosso trabalho, com
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41,5% (dfn 3-glc), 34,5% (ptn 3-glc), 24% (mvd 3-glc). Por outro lado, Takeoka et
al. (1997) reportaram 56%, 26% e 18% para dfn 3-glc, ptn 3-glc e mvd 3-glc,
respectivamente. E interessante observar que, mesmo com proporcdes variadas,
foi mantido o mesmo perfil quantitativo das ANTs. De acordo com Choung et al.
(2003), graos da mesma espécie, mesmo que sejam produzidos em diferentes

regides ou paises contém as mesmas ANTSs, variando apenas os seus teores.
3.2. Perfil dos compostos fendlicos nos extratos purificado e digerido

O impacto da digestdo gastrointestinal in vitro nos fendis totais e nas
antocianinas monoméricas pode ser observado na Tabela 3.

Tabela 3. Teores de fendis totais e antocianinas monoméricas em ERA e ERAD.

Antocianinas

. . a
Extrato Fenois totais Monoméricas®
ERA 77,4122 132,613,5
p-valor p-valor
0,0015 0,0002
ERAD 42 3+0,8 13,2+0,3

ERA - extrato rico em antocianinas; ERAD - extrato rico em antocianinas digerido.
Valores expressos como média + desvio padrao de analises em triplicatas.
3.g equivalente 4ac.gélico/mg extrato; "ug equivalente cianidina 3-glicosideo/mg extrato.

Os fendis totais presentes no ERA apresentaram redugdo significativa
(p<0,05) ap6s o processo de digestdo, com 45% de reducdo em seus teores.
Trabalhos prévios realizados com gréos, sucos de frutas e berries demonstram
que a digestdo in vitro pode afetar os compostos fendlicos, reduzindo suas
concentragdes. Este decréscimo seria decorrente de alteragdes estruturais,
degradacao ou interagdo com outros compostos, como por exemplo, enzimas
(Bermudez-Soto et al. 2007; Tarko et al. 2009; Nderitu et al. 2013; Correa-Betanzo
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et al. 2014; Huang et al. 2014). Por outro lado, a digestao in vitro ndo provocou
alteragdes nos teores de fendis totais em trabalho realizado com feijoada (Faller et
al. 2012). Resultados semelhantes foram reportados por Akillioglu e Karakaya
(2010) ao avaliar as alteracbes provocadas pela digestdo na composicao dos

fendlicos em feijdes.

Por sua vez, as ANTs monoméricas tiveram as suas concentracoes
diminuidas em 90% ap6s a digestdo, o que seria um indicativo da instabilidade
das ANTs frente a digestao intestinal. Resultados semelhantes foram reportados
em trabalhos realizados com ANTs provenientes de diferentes alimentos como
uvas, romas e berries, (Pérez-Vicente et al 2002; McDougall et al. 2005;
Bermudez-Soto et al. 2007; Tagliazucchi et al. 2010; Liang et al. 2012).

As ANTs, que ocorrem sob quatro estruturas moleculares em equilibrio
dependente de pH, tém a sua estabilidade reduzida rapidamente em pH > 4,5,
quando o cation flavilium (vermelho, pH 1-2) é convertido nas formas menos
estaveis: pseudobase (incolor, pH 4-5), base quinoidal (roxa, pH 6-7) e chalcona
(incolor a amarela, pH 7-8) (Nielsen et al. 2003). Nesta ultima forma, pode ocorrer
fissdo entre os anéis B e C (Fig. 2) resultando em destruicao do sistema cromoforo
(McDougall et al. 2005). De acordo com Bouayed et al. (2011), o meio levemente
alcalino encontrado nas condi¢des de digestao intestinal e a agao dos sais biliares
e da pancreatina podem provocar a degradacao das ANTs. Isto poderia ser uma
das principais razdées para o importante decréscimo observado nas ANTs do
presente estudo.

Outro aspecto que deve ser levado em consideracdo é o fato da
estabilidade das ANTs estar diretamente relacionada com as sua estrutura
quimica. As ANTs aciladas sdo mais estaveis que as nao aciladas, as formas
antocianicas  diglicosiladas  apresentam  maior estabilidade que as
monoglicosiladas e agliconas com maior numero de metoxilas sdo mais estaveis

que aquelas com maior numero de hidroxilas (Mc Dougall et al. 2005; Correa-
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Betanzo et al. 2014). Estudos prévios reportaram redugdo nas concentracdes de
ANTSs apds digestao in vitro, com perdas mais pronunciadas de dfn 3-glc (Pérez-
Vicente e al. 2002; Liu et al. 2013; Correa-Betanzo et al. 2014). Portanto, as
perdas verificadas em nosso estudo poderiam estar associadas a estrutura das
ANTs, visto que no ERA foram detectadas ANTs monoglicosiladas e n&o aciladas,
além da ANT majoritaria ser dfn 3-glc, cuja aglicona nao apresenta metoxilas em

sua estrutura.

Além disso, uma parte das ANTs pode ter sido convertida em outros
compostos, tais como &cidos fendlicos, como descrito por Keppler e Humpf (2005).
Esses compostos seriam formados provavelmente pela cisdo do anel B de

agliconas.
3.3. Atividade antioxidante

As alteragGes provocadas pela digestao in vitro na atividade antioxidante do
ERA foram avaliadas através dos métodos TEAC e ORAC, apresentados nas
Figuras 4 e 5, respectivamente. As tendéncias em ambas analises antioxidantes
foram similares as observadas nos ensaios de fendis totais e antocianinas
monomeéricas, com decréscimo significativo (p<0,05) da atividade apds a digestao

simulada.
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Figura 4. Efeito da digestdo gastrointestinal in vitro na atividade antioxidante dos
extratos avaliada pelo método TEAC.

Valores expressos como média + desvio padrdao de andlises em triplicatas.

* indica valor significativamente diferente (p>0,05) do extrato nao digerido.

ERA: extrato rico em antocianinas; ERAD extrato rico em antocianinas digerido.

A capacidade de neutralizagdo do ABTS™ foi reduzida em 28% apés a
digestao intestinal, com 4,50 + 0,02 e 3,24 £ 0,15 pumol TE/mg para o ERA e
ERAD, respectivamente. Estes dados diferem dos reportados por Akillioglu e
Karakaya (2010), que observaram aumento da inibigdo do ABTS™ apds a
digestao. Entretanto, este estudo foi realizado com feijdes inteiros e a presencga de

ANTSs nao é descrita nas variedades estudadas.

Ao final do processo de digestao intestinal, a atividade antioxidante do ERA,
avaliada pelo ensaio ORAC, apresentou diminuicdo de 35%. Os valores
encontrados foram de 4,61 £ 0,37 umol TE/mg de extrato para ERA e 2,99 + 0,06
umol TE/mg de extrato para ERAD. E interessante ressaltar que valores muito
proximos foram encontrados por Liu et al. (2013), ao avaliar o efeito da digestao
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nas ANTs de mirtilo. Os autores reportaram 4,1 e 2,9 umol TE/mg de extrato nao
digerido e digerido, respectivamente e indicaram que malvidina, delfinidina e
petunidina foram as principais ANTs encontradas na fruta.
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Figura 5. Efeito da digestdo gastrointestinal in vitro na atividade antioxidante dos
extratos avaliada pelo método ORAC.

Valores expressos como média + desvio padrdao de andlises em triplicatas.

* indica valor significativamente diferente (p>0,05) do extrato nao digerido.

ERA: extrato rico em antocianinas; ERAD extrato rico em antocianinas digerido.
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Os resultados reportados na literatura sobre modelos de digestao in vitro
sado controversos, apontando tanto para aumento, como redugdo da capacidade
antioxidante ao final da digestdo, como apresentado na Tabela 4. O alimento
avaliado seria a principal razdo para estas diferencas, uma vez que a composi¢ao
de polifendis varia muito nos diversos alimentos. De acordo com Tarko et al.
(2009), o tipo de alteracdo provocadas pela digestdo na atividade antioxidante
ocorre em funcéo da natureza e estrutura do polifenol. Além disso, as divergéncias
observadas nestes trabalhos também podem ser decorrentes de variagdes nos
principios dos ensaios, nos radicais utilizados, no potencial redox dos reagentes

em questao e no tempo de reacdo empregado (Toydemir et al. 2013).

Estudos prévios sugerem que diferentes fatores podem ser responsaveis
pelo aumento da capacidade antioxidante apds a digestdo. Foram reportadas a
liberacdo de compostos simples, como acidos fendlicos, a partir da quebra de
compostos poliméricos presentes em vinho tinto (Noguer et al., 2008) e também
de monbémeros e agliconas provenientes da decomposicdo de procianidinas
presentes em macas (Tarko et al.,, 2009). Além disso, a digestdo de amido e
proteinas liberou polifenois presentes em feijao (Akillioglu & Karakaya, 2010) e as
condicoes acida do estdmago e alcalina do intestino promoveram a liberagdo de
compostos fenodlicos fortemente ligados a parede celular de casca de uva
(Tagliazucchi et al., 2010). Adicionalmente, alteracdes de pH e a acdo de enzimas
digestivas também podem levar a alteragcbes de estrutura dos compostos fendlicos
com formagéo de compostos com elevado potencial antioxidante (Bermudez-Soto
et al. 2007; Noguer et al. 2008; Liang et al. 2012).

Por outro lado, a reducéo da atividade antioxidante como consequéncia da
degradacdo das ANTs durante a digestdo intestinal foi previamente reportada (Liu
et al. 2013). Adicionalmente, diversos trabalhos conduzidos com diferentes tipos
de alimentos, cujos compostos bioativos majoritarios eram ANTSs, evidenciaram a
reducdo da atividade antioxidante (Liang et al. 2012; Liu et al. 2013; Correa-
Betanzo et al. 2014; Huang et al. 2014).
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Tabela 4. Dados da digestdo in vitro na atividade antioxidante reportados na

literatura recente.

Atividade

Alimento Analise antioxidante Referéncia
Vinho tinto ORAC 1 Noguer et al., 2008
FRAP !
Ameixa, banana, chokeberry, ABTS toul Tarko et al., 2009
maga, melao e pera
Feijdes DPPH toul Akillioglu & Karakaya, 2010
ABTS 1
Uva FRAP T Tagliazucchi et al., 2010
ABTS 1
Magca FRAP ! Bouayed et al., 2011
ABTS 1
Morus atropurpurea Roxb. Captura OH’ ! Liang et al., 2012
(Mulberry)
DPPH !
ABTS !
Vaccinium spp. (mirtilo) ORAC l Liu et al., 2013
Cha + suco de frutas DPPH l Chen et al., 2013
ABTS !
FRAP !
Ribes uva-crispa (gooseberry) DPPH 1 Chiang et al., 2013
ORAC 1
Prunus cerasus L. (cereja) ABTS ! Toydemir et al., 2013
CUPRAC !
DPPH 1
Vaccinium angustifolium (mirtilo) DPPH ! Correa-Betanzo et al., 2014
Captura O,” !
Myrica rubra (bayberry) FRAP ! Huang et al., 2014
ABTS !
DPPH !
ORAC sem diferenca

ORAC: Capacidade de Absorcao do Radical Oxigénio; FRAP: potencial antioxidante de reducao do
ferro; DPPH: capacidade de reducéo do radical DPPH; ABTS: capacidade de reducéo do radical
ABTS.
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Nossos dados diferem de estudos realizados com frutas, sucos e graos, nos
quais ocorreu aumento da atividade antioxidante em consequéncia da possivel
liberacdo de compostos fendlicos durante o processo digestivo. Visto que o
presente estudo foi realizado com um extrato purificado rico em ANTSs, inferimos
que as reducbes observadas na capacidade antioxidante foram decorrentes da

degradacao das ANTs durante o processo de digestao intestinal.

4. Conclusao

Os efeitos da digestao in vitro no ERA, obtido a partir da casca de feijao
preto, foram avaliados no presente estudo. Além disso, foram identificadas as
ANTs dfn 3-glc, ptn 3-glc e mlv 3-glc no extrato purificado da casca de feijao preto,
sendo dfn 3-glc a ANT majoritaria. Os nossos resultados mostram que a digestao
foi responsavel pelo decréscimo nas concentragdes dos fendis totais, das ANTs
monoméricas e na atividade antioxidante avaliada através dos ensaios TEAC e
ORAC. A reducéao da atividade antioxidante foi atribuida a degradacao das ANTs
durante o processo digestivo. Através de uma abordagem relativamente simples,
quando comparada com estudos in vivo, observamos que a digestdo pode alterar
os efeitos bioldgicos das ANTs presentes no feijao preto, influenciando a sua
capacidade antioxidante.
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CAPITULO IV

ESTUDO DOS EFEITOS PROTETORES DO EXTRATO RICO EM
ANTOCIANINAS DE CASCA DE FEIJAO PRETO EM RATOS COM
DIABETES INDUZIDO POR ESTREPTOZOTOCINA

Manuscrito em preparacao para ser submetido a revista
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RESUMO

As antocianinas sao compostos bioativos com propriedades antioxidantes e
antidiabéticas. A hiperglicemia associada ao aumento do estresse oxidativo e
alteragdes pancreatica, hepatica e renal sdo caracteristicas do diabetes induzido
por estreptozotocina (STZ). Neste estudo, foram avaliados os possiveis efeitos da
administracdo de um extrato rico em antocianinas de casca de feijao preto (ERA)
em ratos com diabetes induzido por STZ. Ratos machos Wistar foram divididos em
5 grupos (controle normal, controle diabético, normal tratado com ERA, diabético
pré-tratado com ERA e diabético p6s-tratado com ERA) e tratados com veiculo ou
dose de 50 mg de extrato/kg de peso corpéreo. Foram avaliados o consumo de
racao, glicemia, peso corpéreo, perfis enzimaticos hepatico e renal, histologia dos
tecidos pancreético e hepatico, bem como o potencial antioxidante através da
analise das enzimas catalase, glutationa redutase e ensaio ORAC plasmatico. Os
resultados mostraram que a administracdo de ERA nao afetou de forma negativa
0os animais saudaveis. Os efeitos protetores do ERA frente ao diabetes foram
observados apenas nos animais do grupo pré-tratado que apresentaram melhora
nos niveis da glicemia e no ganho de peso, além de exibir alteracoes
pancreaticas, hepaticas e renais menos pronunciadas do que nos demais grupos
diabéticos. O tratamento realizado com ERA, apés a inducdo do diabetes, nao
reduziu as lesdes e ndo melhorou o estado geral dos animais. O pré-tratamento
com ERA n&o impediu o aparecimento do diabetes, porém foi capaz de atenuar os
danos provocados pela doenca, como hiperglicemia e perda de peso. Estes
resultados demonstram que o consumo preventivo de ANTs da casca de feijao
pode retardar ou reduzir os danos provocados pelo diabetes.

Palavras chave: Antocianinas, diabetes, Phaseolus vulgaris, glicemia, ORAC.
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1. Introducao

O diabetes mellitus pode ser definido como um grupo de desordens
metabdlicas caracterizadas por hiperglicemia crénica resultante de defeitos na
secrecao e/ou agao da insulina. Suas principais formas séo o diabetes tipo 1 (DT1)
e o tipo 2 (DT2). Enquanto o DT1 é caracterizado pela destruigao das células 8 do
pancreas, o DT2 resulta da resisténcia a insulina associada a deficiéncia relativa
deste hormdnio, sendo esta a forma mais prevalente da doenga com mais de 90%

dos casos [1].

O estresse oxidativo, associado a hiperglicemia e a hiperlipidemia
caracteristicas do diabetes, sdo responsaveis pelas alteracbes macrovasculares,
que podem ocasionar infarto, acidente vascular cerebral e doenga vascular
periférica e pelas alteragdes microvasculares que levam a retinopatia, nefropatia e
neuropatia [2, 3]. Estas complicacdes a longo prazo contribuem para o aumento
da morbidade e mortalidade, com projecdes alarmantes de aumento de casos. A
previsdo € que o numero de diabéticos aumente de 285 milhdes em 2010 para
439 milhdes em 2030 [4].

Inimeros medicamentos sao empregados no tratamento do diabetes, para
prevencao de suas complicacdes. Entretanto, estas drogas podem apresentar
efeitos colaterais como hipoglicemia, aumento de peso e distlrbios
gastrointestinais [5]. Por esta raz&o, nos dias atuais, existe uma busca por fontes
alternativas e seguras que colaborem de maneira coadjuvante no tratamento da
doenca, reduzindo a quantidade de medicamento necessaria para 0 seu controle
[6; 7].

Estudos prévios demonstraram o efeito positivo observado ap6s a
administracdo de compostos provenientes de alimentos no abrandamento dos
sintomas do diabetes [8; 9;10].
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As antocianinas (ANTSs), responsaveis pelas cores que variam do salmao ao
vermelho e do lilas ao azul escuro em um grande numero de frutas, vegetais e
grados, estdo amplamente presentes na dieta humana. Estes pigmentos
hidrossoluveis, pertencentes ao grupo dos flavonoides sado glicosideos e
acilglicosideos de seis principais antocianidinas - cianidina, delfinidina, malvidina,
pelagonidina, peonidina e petunidina. Além de conferir cor as plantas, também séo
responsaveis pela protecao contra a luz UV e o estresse oxidativo, por esta razéo
estes compostos bioativos sdo considerados antioxidantes [11; 12]. Uma recente
revisdo publicada por Sancho e Pastore [13] aborda em maiores detalhes o efeito
das ANTs em diabetes tipo 2.

Diversos autores reportaram a melhora no quadro diabético decorrente do
consumo de ANTs provenientes de diferentes alimentos como amoras [14], milho
roxo [15, 16], bilberry [9], mirtilo [17], soja negra [8] e arroz negro [18]. Nestes
trabalhos foi demonstrado que o modo de acao das ANTs envolve diferentes
mecanismos como a redugdo do estresse oxidativo [14; 19], a melhora na
resisténcia a insulina [9, 15, 18; 20], 0 aumento na secre¢éo de insulina [8; 21; 22]
e a protegcao de células (3 [23; 24].

Os feijdes (Phaseolus vulgaris) se destacam dentre as leguminosas por
serem 0s mais importantes para o consumo humano direto e as variedades que
apresentam coloracdo vermelha ou preta podem conter quantidades expressivas
de ANTs em sua casca [25, 26, 27].

Estes gréaos representam uma fonte importante de carboidratos e proteinas,
sendo o Brasil o principal produtor mundial [28]. Trabalhos indicam que o seu
consumo esta associado a reducao de pressao arterial, circunferéncia abdominal,
glicemia, triglicérides e colesterol LDL, além de manutencdo de peso corporal
adequado [29; 30]. Adicionalmente, estudos in vitro realizados com a casca de
feijdo demonstraram que as atividades antioxidante, anti-inflamatéria e

antiproliferativa podem ser relacionadas com a presenca de polifendis, dentre eles
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as ANTs [31; 32]. Ainda que inumeros estudos tenham sido realizados com ANTs
originarias de diversas fontes para avaliacdo de seu efeito no diabetes, ndo foram
relatados ensaios conduzidos com estes compostos provenientes de casca de
feijao.

O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do extrato de casca feijao
preto, rico em ANTs, na glicemia, no peso, nas fungdes hepatica e renal e no
estatus antioxidante de ratos com diabetes induzido por estreptozotocina (STZ).

2. Material e Métodos

2.1. Material

Os feijoes pretos, provenientes do estado de Minas Gerais, Brasil, foram
adquiridos no comércio local de Campinas, em setembto de 2012 e estocados a -
18°C até o momento das analises.

O padrao de Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico)
e os reagentes acido metafosférico, 2,2’-azobis (amidinopropano) dihidrocloreto
(AAPH), fluoresceina sodica, beta-NADPH, (-)-glutationa oxidada (GSSG), acido
5,5-ditio-bis 2-nitrobenzdico (DTNB), foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. (St.
Louis, USA). A STZ foi da marca Merck (Darmstadt, Alemanha). Os demais
solventes acidos e reagentes utilizados nas diferentes analises foram de grau
analitico da Labsynth (Diadama, Brasil). A agua foi purificada pelo sistema Milli-Q
(Millipore, Bedford, USA).

2.2. Extracgédo e purificacao das antocianinas

A extragdo das ANTs foi realizada de acordo com o método descrito por
Jordheim et al [27], com ligeiras modifica¢des. Inicialmente, 4 kg de graos de feijao
foram embebidos em 4,8 L de agua destilada (0,5% HCI), durante 16 h a 4°C. Na

sequéncia, os feijdes foram extraidos duas vezes com 4,8 L de metanol (0,5%
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HCI) por 24 h a 4°C. Apds centrifugacao, filtracdo a vacuo e concentracdo sob
pressao reduzida (T<38°C), os extratos foram recombinados e tiveram o volume
ajustado com agua para 600 mL. Posteriormente, o extrato sofreu particdo liquido-
liquido com acetato de etila (3 x 600 mL) para remo¢ao dos compostos de baixa
polaridade. A camada aquosa foi concentrada para 300 mL e submetida a coluna
Amberlit XAD 7 (Sigma), para remocao de agucares livres e acidos com agua. As
ANTs foram entao eluidas com metanol (0,5% HCI). O eluato foi concentrado a
vacuo para eliminagdo do solvente, liofilizado e armazenado a -80°C. O
rendimento final do extrato rico em ANTs (ERA) foi de 18,7 g.

2.3. Andlise das antocianinas

A metodologia empregada para a andlise do ERA, empregando
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(CLAE-EM/EM), encontra-se descrita no capitulo anterior. A identificacdo e

quantificacdo das ANTs estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1. Teores das antocianinas presentes no extrato de casca de feijao.

Hg equivalente de delfinidina 3-

Antocianinas glicosideo/mg de extrato
delfinidina 3-glicosideo 48,1149
petunidina 3-glicosideo 35,0£3,3
malvidina 3-glicosideo 26,6+1,3
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2.4. Experimento animal e procedimentos
2.4.1. Animais e modelo experimental

Ratos machos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus), provenientes do
Centro Multidisciplinar de Investigagdo Biologica da Unicamp (CEMIB), foram
empregados neste estudo. O modelo experimental foi realizado de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal, adotados pela Sociedade Brasileira
de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL) e aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Campinas -
CEEA/Unicamp/Brasil, sob o protocolo numero 2975-1. Os animais foram
mantidos em condi¢des controladas de luz (ciclo claro/escuro de 12 h),
temperatura (22 - 24°C) e umidade (45 - 60%), com agua e alimentacao (racao

comercial) ad libitum.

Os ratos, pesando entre 200 e 270 g, foram distribuidos aleatoriamente em
5 grupos com 7 animais cada. O diabetes foi induzido, apds jejum de 6 horas, em
trés grupos (G3, G4 e G5) através de injecao intraperitoneal de STZ (60 mg/kg de
peso corpdreo) em tampao citrato 0,1M, pH 4,5 (10 mL/kg de peso corporeo). Os
dois grupos restantes (G1 e G2) receberam apenas tampéo citrato. Cinco dias
apos a administracao da droga, animais que apresentaram glicemia superior a 250
mg/dL, acompanhada de manifestacbes de polifagia, poliuria e polidipsia, foram
considerados diabéticos. Apdés a confirmagdo da doenca, os animais foram
tratados com solucado salina (NaCl 0,9%) ou ERA (50 mg/kg de peso corpéreo),
através de gavagem orogastrica (10 mL/kg de peso corpdreo) por um periodo de
21 dias. Os animais utilizados no protocolo experimental foram divididos nos

grupos apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2. Grupos dos animais utilizados no experimento.

Grupos Animais Tratamento
G1 Controle normal (tampéao citrato) NaCl
G2 Normal tratado (tampé&o citrato) ERA
G3 Controle diabético (STZ) NaCl
G4 Diabético pré-tratado (STZ) pré-tratamento ERA
G5 Diabético p6s tratado(STZ) ERA

ERA: extrato rico em antocianinas na dose de 50 mg/kg de peso corporeo.

O grupo diabético (G4) foi pré-tratado por 7 dias com ERA (50 mg/kg de
peso corpéreo). Apés a inducao do diabetes, o tratamento foi realizado como nos

demais animais que receberam extrato.
2.4.2. Controle de peso e glicemia

O peso e a glicemia de jejum dos animais foram medidos nos dias -5
(injecdo de STZ/tampéao citrato), 0 (inicio do tratamento), 7, 14 e 21. As amostras
de sangue foram coletadas na veia caudal e medidas com glicosimetro digital
(Accu-Chek Performa, Roche, Mannheim, Germany).

2.4.3. Coleta de sangue e orgaos

Ao final do experimento, os animais foram anestesiados com xilazina 2%
(10 mg/kg) e ketamina (80 mg/kg) e eutanasiados através de puncao da aorta
abdominal. O sangue foi coletado em tubos apropriados (Vacutainer®) para cada
andlise especifica. Para o ensaio ORAC plasmatico, foram utilizados tubos
revestidos com EDTA. O plasma foi obtido por centrifugacdo e as amostras
armazenadas a -80°C até o momento das analises. Imediatamente apds a coleta
do sangue, o figado e os rins foram removidos e pesados. As variacdes dos pesos
dos 6rgaos foram expressas em termos relativos [(peso do 6rgao/peso corpdreo)
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X 100]. Frag6es de figado foram congeladas em nitrogénio liquido e armazenados
a -80°C para as analises posteriores.

2.4.4. Procedimentos histopatol6gicos

Amostras de tecidos pancreatico e hepético foram coletadas e fixadas em
solucdo de formalina 10%. Posteriormente foram embebidas em parafina,
seccionadas e coradas com hematoxilina e eosina (HE). Os cortes foram
analisados em microscépio ZEISS AX10 (Carl Zeiss, Goéttingen, Germany), com
objetivas de 10x, 20x e 40x.

2.4.5. Analises bioquimicas

As determinacbées plasmaticas de alanina aminotransferase (ALT),
aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP), uréia e creatinina
foram realizadas através de um analisador automatico (Modular® - Roche).

2.4.6. Analise da atividade das enzimas antioxidantes no tecido hepatico
Preparo do homogenato

Os homogenatos do tecido hepatico foram preparados na razdo de 20 mg
de tecido/mL de tampao fosfato (50 mM, pH 7,0) utilizando Ultra Turrax® (IKA T 18
basic, Works Inc, Wilmington, USA). Em seguida foram armazenados a -80 °C até

0 momento das analises.
Catalase (CAT)

A atividade da CAT foi avaliada em espectrofotbmetro (DU-640™,
Beckman-Coulter - Brea, CA, USA) de acordo com o método porposto por Aebi
[33]. Inicialmente, 0 homogenato foi diluido na razdo de 1:100 em tampao fosfato
(50 mM, pH 7,0). O meio de reacao foi composto por 26 yuL de homogenato e 374
uL de tampao fosfato (50 mM, pH 7,0). A reacéao foi iniciada com a adicao de 200
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uL de H2O2 10 mM (tampéo fosfato de potassio, 50 mM, pH 7,0). A decomposicao
de H>xO2 em H>O foi monitorada por meio da leitura de absorbancia a 240 nm
durante 2 min. Os resultados forma expressos em U/g de tecido.

Glutationa redutase (GR)

A determinacgao espectrofotométrica da atividade da GR no homogenato foi
realizada segundo Smith et al [34]. O homogenato foi diluido na razdo de 1:20 em
tampao fosfato (50 mM, pH 7,0). O meio de reacao foi composto por 1 mL de
tampéao fosfato (0,2 M, pH 7,5) contendo EDTA 1mM, 500 pL de DTNB 3mM em
tampéao fosfato (0,01M, pH 7,5), 250 pL de H,O, 100 uL de NAPH 2 mM (0,02M,
pH 7,5) e 50 uL de homogenato. A reacao foi iniciada pela adicdo de 100 uL de
GSSG 20 mM em HxO. A formagéo de TNB (acido 5-tio 2-nitro benzdico) a partir
de DTNB em presenca de GR, NADPH e GSSG foi monitorada a 412 nm durante
5 min. Os resultados forma expressos em U/g de tecido.

2.4.7. Capacidade antioxidante plasmatica
Preparo do plasma

O preparo das amostras foi realizado de acordo com a metologia descrita
por Leite et al [35]. Apbs descongelamento lento das amostras estocadas a -80°C
e agitacdo em vortex, 50 pL de plasma foi transferido para um microtubo ao qual
foram adicionados 100 yL de etanol e 50 pL de agua destilada. A solucao foi
agitada por 30s e posteriormente 200 pyL de acido metafosférico (0,75 M) foram
acrescentados. A mistura foi novamente agitada por 30 s e entdo centrifugada
a1400 rpm por 5 min a 10°C. O sobrenadante foi removido e estocado a -80°C
para posterior analise.
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Avaliacao da capacidade antioxidante plasmatica

A avaliacdo, realizada através do método ORAC proposto por Leite et al
[35], ocorreu em leitor de fluorescéncia (NOVOstar, BMG Labtech, Offenburg,
Germany). As amostras de plasma (concentracdo final de 0,031 puL/uL de solucao)
e padrao de Trolox foram preparadas com tampao fostato de potassio 75mM (pH
7,4). Os pocos externos de microplacas pretas nao foram utilizados por causar
grande variacao de resultados em comparacao aos pocos internos. Em cada poco
contendo 20 pL de solucdo de plasma ou padrao de Trolox e 120 pL de
fluoresceina (70 mM) foram adicionados 60 pl de solugdo de AAPH (122 mM) para
iniciar a reacdo, resultando em um volume final de 200 pl. O decaimento da
fluorescéncia foi medido a cada 1 minuto durante 80 minutos a 37°C, com emissao
e excitacdo a 520 nm e 528 nm, respectivamente. Um branco do experimento,
sem amostra ou padrdo, também foi realizado (20 yL de tampao fostato, 120 L
de fluoresceina, 60 ul de solucao de AAPH). Os resultados, expressos como uM
de Trolox equivalentes por uL de plasma, foram calculados usando a area relativa
sob a curva das amostras comparada com a curva do padrao de Trolox (1, 10, 25,

50, 75, 100, 125 uM). Todas as analises foram realizadas em triplicata.
2.5. Andlises estatisitcas

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software STATISTICA
(StatSoft Inc., 2013, versao 12.0). Os resultados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e as diferencas entre as médias foram comparadas utilizando
o teste de Tukey (p<0,05). Os resultados foram apresentados como média +

desvio padrao (DP) de triplicatas.
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3. Resultados

Os efeitos da administragdo de ERA foram avaliados em ratos portadores
de diabetes induzido por STZ. As médias semanais do consumo de racao,
apresentadas na Tabela 3, mostram que o consumo foi significativamente maior
(p<0,05) nos grupos diabéticos G3 e G5 quando comparados com 0S Qrupos
normais G1, G2 e o grupo diabético pré-tratado G4.

Tabela 3. Consumo de racdo e ganho de peso de ratos normais e diabéticos
tratados com ERA.

Consumo
semanal de Peso corporal (g)

racao (q)
Dia -5* Dia 0** Dia +7 Dia +14 Dia +21
G1 217+5° 238182 289+112 315+152 331172 3284202
G2 200+14° 235+152 2834172 3144192 3361222 340+19°
G3 321+28° 247+16° 243+16° 243+14° 258+15° 240+17°
G4 250+14° 236+132 247+9° 270+11° 288+20° 279+31°
G5 298+15° 252+13° 249+10° 251+15%¢ 252+20° 226+23°

Consumo de racédo e peso corporal expressos em g. G1: controle normal, G2: controle
diabético, G3: normalitratamento ERA, G4: diabético/pré-tratamento ERA, G5:
diabético/tratamento ERA. Resultados expressos como média + DP (n=7). Valores com
letras diferentes na mesma coluna indicam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05).
*Injecao de STZ/citrato. **Inicio do tratamento.

A evolucao do peso dos animais durante o estudo pode ser observada na
Tabela 3. O inicio do diabetes resultou em pesos significativamente menores
(p<0,05) nos grupos G3, G4 e G5 quando comparados com os grupos G1 e G2. A
partir do sétimo dia de tratamento, verificou-se uma tendéncia a maior peso no G4

quando comparado aos demais grupos diabéticos. As pesagens dos 14° e 21° dias
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revelaram que os grupos diabéticos G3 e G5 mantiveram pesos significativamente
menores (p<0,05) que os outros grupos. Ao final do experimento observou-se que,
enquanto os grupos diabéticos G3 e G5 apresentaram pesos inferiores aos pesos
iniciais, o grupo pré-tratado G4 mostrou ganho de peso, ficando numa faixa

intermediaria entre 0s grupos saudaveis e os demais animais diabéticos.

Os efeitos da administracdo de ERA na glicemia de jejum estdo expostos
na Tabela 4. Os grupos G1 e G2 ndo apresentaram alteragdes nos niveis de
glicose durante todo o periodo experimental e os valores foram significativamente
menores (p<0,05) do que os dos ratos diabéticos dos 3 outros grupos. Apds 14
dias de tratamento, o grupo G4 apresentou glicemia significativamente menor
(p<0,05) que o grupo G5. Ao final de 21 dias, os teores de glicose do grupo G4
foram de modo significativo (p<0,05) inferiores aos grupos G3 e G5.

Tabela 4. Efeito de ERA na glicemia de ratos normais e diabéticos.

Glicemia
Dia -5* Dia 0** Dia +7 Dia +14 Dia +21
G1 111482 12145° 106+6° 112+7° 121+19°
G2 115452 116+6° 117+12° 113+7° 121+19°
G3 119452 541+45° 459+79° 452+48%° 399+102?
G4 120472 446+115° 375+100° 354+153° 269+67°
G5 113452 530+65° 4914672 5194472 483+103°

Glicemia expressa em mg/dL. G1: controle normal, G2: normal/tratamento ERA, G3:
controle diabético, G4: diabético/pré-tratamento ERA, G5: diabético/tratamento ERA.
Resultados expressos como média = DP (n=7). Valores com letras diferentes na mesma
coluna indicam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05). *Injecdo de STZ/citrato.
**Inicio do tratamento.
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As variacdes de peso relativo do figado e rins estdo apresentadas na Figura
1. O peso dos figados apresentou um aumento significativo (p<0,05) nos grupos
G3 e G5 quando comparados com os grupos G1 e G2 e estes parametros no
grupo G4 foram significativamente menores (p<0,05) quando comparados com o
grupo G5. Com relacao ao peso relativo dos rins, os animais pertencentes aos trés
grupos diabéticos (G3, G4 e G5) tiveram peso significativamente mais alto
(p<0,05) que os grupos G1 e G2 e o grupo G4 apresentou peso significativamente
menor (p<0,05) que o grupo G5.
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Figura 1. Efeito do ERA nos peso relativos de figado (A) e rim (B) de ratos normais e
diabéticos. G1: controle normal, G2: normal/tratamento ERA, G3: controle diabético, G4:
diabético/pré-tratamento ERA, G5: diabético/tratamento ERA. Resultados expressos como
média * DP (n=7). Letras diferentes no mesmo gréfico indicam resultados
estatisticamente diferentes (p<0,05).
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A Figura 2 mostra os efeitos do ERA nos niveis séricos dos marcadores de
lesdo hepatica nos diferentes grupos. Os niveis de ALT foram significativamente
mais baixos (p<0,05) nos grupos G1 e G2 quando comparados com G3 e G5 e no
grupo G4 estes valores foram significativamente menores (p<0,05) que o G5. As
dosagens de AST foram significativamente mais altas no G5 quando comparadas
com os grupos G1 e G2 (p<0,05) e significativamente mais baixas no G2 quando
comparadas com os grupos G3 e G4. Os niveis de ALP foram significativamente

mais baixos (p<0,05) nos grupos G1 e G2 quando comparados com os demais
grupos.
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Figura 2. Efeito do ERA no perfil hepatico de ratos normais e diabéticos. G1: controle normal, G2:
normal/tratamento ERA, G3: controle diabético, G4: diabético/pré-tratamento ERA, Gb5:
diabético/tratamento ERA. Resultados expressos como média = DP (n=7). Letras diferentes no
mesmo grafico indicam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Os efeitos do ERA na funcgao renal, apresentados na Figura 3, indicam que
0s animais ndo diabéticos tiveram um nivel de uremia significativamente menor
(p<0,05) do que os diabéticos dos grupos G3 e G5. Os valores séricos da
creatinina foram significativamente maiores no grupo G4 quando comparados com
o grupo G1.
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Figura 3. Efeito do ERA no perfil renal de ratos normais e diabéticos. G1: controle normal,
G2: normal/tratamento ERA, G3: controle diabético, G4: diabético/pré-tratamento ERA,
G5: diabético/tratamento ERA. Resultados expressos como média + DP (n=7). Letras

diferentes no mesmo grafico indicam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Na Figura 4 estdo apresentados os resultados referentes as medidas da
atividade das enzimas antioxidantes hepaticas. Em todos os grupos portadores de
diabetes (G3, G4 e G5) a CAT apresentou atividade significativamente inferior
(p<0,05) aos grupos G1 e G2. A atividade da GR nao diferiu significativamente

(p>0,05) entre os cinco grupos.
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Figura 4. Efeito do ERA nas enzimas antioxidantes hepaticas catalase (A) e glutationa
redutase (B) de ratos normais e diabéticos. G1: controle normal, G2: normal/tratamento
ERA, G3: controle diabético, G4: diabético/pré-tratamento ERA, G5: diabético/tratamento
ERA. Resultados expressos como média + DP (n=7). Letras diferentes no mesmo grafico
indicam resultados estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Os resultados referentes ao potencial antioxidante plasmatico, avaliado pelo
método ORAC, estdo apresentados na Figura 5. Observa-se ligeiro aumento na
atividade antioxidante plasmatica em todos os grupos tratados com ERA (G2, G4
e G5). Entretanto a diferenca foi significativa (p<0,05) apenas entre os grupos G1
e G5.
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Figura 5. Efeito do ERA no potencial antioxidante plasmatico de ratos normais e
diabéticos. G1: controle normal, G2: normal/tratamento ERA, G3: controle diabético, G4:
diabético/pré-tratamento ERA, G5: diabético/tratamento ERA. Resultados expressos como
meédia * DP (n=7). Letras diferentes indicam resultados estatisticamente diferentes
(p<0,05).

127



A histologia do pancreas dos animais normais (grupos G1 e G2) mostrou
estrutura tipica, com ilhotas de Langerhans e acinos normais. As ilhotas
apresentaram corformacdo oval arredondada, superficie homogénea, capilares
bem distribuidos, com células apresentando nudcleo evidente e citoplasma
homogéneo (Figura 6A, 6B).

Por outro lado, nos animais diabéticos dos grupos G3 e G5 os achados
histologicos foram bastante semelhantes. Observou-se desorganizacao da
estrutura das células endécrinas e exdcrinas, evidenciada por menor quantidade
de ilhotas de Langerhans e &cinos edemaciados. As ilhotas se apresentam
retraidas, houve reducao importante do numero de células, presenca de células
necroéticas, células vacuolizadas e tipos celulares de comeco de infiltracao
linfocitica (Figura 6C e 6E). Nos animais diabéticos do grupo G4 foi possivel
observar danos em alguns &acinos e nas ilhotas, porém de maneira menos
pronunciada que nos outros grupos diabéticos. As ilhotas se mostraram menos
encolhidas, a vacuolizacao celular foi discreta, a reducao do namero de células foi
menor e a infiltracao linfocitaria foi reduzida ou ausente (Figura 6D).
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Figura 6. Histopatologia do pancreas. A: controle normal (G1), IL (ilhotas de Langherhans), Ac
(acinos), nucleo celular (seta estreita), citoplasma (seta estreita); B: normal/tratamento ERA (G2),
achados histolégicos semelhantes ao G1; C: controle diabético (G3), IL* (ilhotas com forma
alterada e numero de células reduzido), Ac* (acinos edemaciados), necrose (seta larga),
vacuolizagao do citoplasma (seta estreita); D: diabético/pré-tratamento com ERA (G4) IL** (ilhotas
maiores que no G3 e com maior nimero de células remanescentes), necrose (seta estreita); E:
diabético/pds-tratamento com ERA (G5), achados semelhantes ao G3, necrose (seta estreita).
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Os figados dos animais do grupo G1 apresentaram estrutura histoldgica
caracteristica, com I6bulos formados por corddes de hepatdcitos dispostos de
forma radiada, em direcao a veia centro lobular e agrupados em torno das triades,
compostas por ramos da veia porta, artéria hepatica e canais biliares. Os
sinusoides, formados por células epiteliais e células de Kupffer, separavam os
cordoes de hepatdcitos. As células hepaticas apresentaram nucleo central e
arredondado, algumas com estruturas binucleadas, como pode ser observado na
Figura 7A. Nos animais do grupo G2, o figado também mostrou estrutura
histologica tipica, exceto por algumas leves dilatacées da veia central (Figura 7B).
As alteracbes histolégicas evidenciadas nos animais diabéticos do grupo G3
foram: veias centrais dilatadas e com estase, dilatagcdo sinusoidal, infiltrado
inflamatério linfocitico em parte dos tratos portais, bem como areas focais de
hemorragia (Figura 7C). Os animais diabéticos dos grupos G4 e G5 apresentaram
dilatacdo da veia central, estase venosa e infiltrados inflamatdrios linfociticos
periportais (Figura 7D e 7E).
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Figura 7. Histopatologia do figado (HE x 20): A: controle normal (G1), estrutura
hepatica normal, VC (veia central), célula binucleada (seta estreita); B:
normal/tratamento ERA (G2), achados histolégicos semelhantes ao G1 com
sinusoides separando os corddes de hepatdcitos (setas), célula de Kupffer (seta);
C: controle diabético (G3), VC* (veia central dilatada) e dilatacao sinusoidal (seta
estreita); D: diabético/pré-tratamento com ERA (G4), veia central dilatada; E:
diabético/pés-tratamento com ERA (G5), achado histologicos semelhantes ao G3.
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4. Discussao

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito das ANTs em um modelo
experimental de diabetes. As ANTs do ERA foram extraidas de casca de feijao
preto e o diabetes foi induzido com STZ. A reducao da glicemia e o ganho de peso
nos animais diabéticos pré-tratados (G4) mostrou que as ANTs podem prevenir,
ao menos em parte, a destruicdo das células B pancreaticas. Por outro lado, a
analise dos resultados obtidos com os animais que receberam o extrato apenas
apos a inducéo da doenca (G5) sugere que as ANTs nao apresentaram efeito na
melhora do diabetes.

A STZ é uma droga frequentemente empregada para indugédo de diabetes
experimental, por causar necrose das células 3 das ilhotas pancreaticas, através
de alquilagdo do DNA, da deplecdo de NAD" e da producao de espécies reativas
de oxigénio, com a consequente inibicao da secrecao de insulina [36].

As propriedades antidiabéticas das ANTs foram demonstradas em inimeros
trabalhos realizados em diferentes condigcdes experimentais. A literatura reporta
estudos conduzidos com diferentes linhagens de células pancreaticas [37; 38; 39;
40]. Experimentos in vivo foram realizados com animais que desenvolvem a
doenca expontaneamente [39], além da inducdo do diabetes em ratos e
camundongos por meio de drogas como STZ e aloxana [8; 22] e também através
da administracédo de dieta rica em gorduras e em frutose [18; 41]. Adicionalmente,
trabalhos foram realizados com humanos diabéticos [42; 43]. Dentre os efeitos
protetores encontrados destacam-se a redugao da glicemia e da perda de peso [8;
41], a protegao das células B pancreaticas devido a acao antioxidante das ANTs
ou restauracao do sistema antioxidante enddgeno [8; 39], 0 aumento a secrecao
de insulina [21; 39; 44] e a melhora da resisténcia a insulina [9].

O grupo saudavel empregado como controle no presente estudo (G1)

apresentou resultados normais para os diferentes paradmetros avaliados,
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reproduzindo os resultados de inumeros trabalhos disponiveis na literatura [8; 14;
21; 29].

O tratamento de ratos normais com ERA (G2) ndo provocou alteracdes
significativas (p>0,05) nos parametros avaliados, quando comparado ao grupo G1.
Estes achados demonstram que, dentro dos testes efetuados, nao foram
identificados efeitos deletérios dessa administragdo nos animais saudaveis.

Em conformidade com outros estudos realizados que empregaram o
mesmo modelo experimental, os animais do grupo G3, injetados com STZ,
apresentaram alteracées nas inumeras analises realizadas [14; 21]. A perda de
peso € 0 aumento da glicemia refletiram os danos as ilhotas pancreaticas
observados nas analises histopatoldgicas. A elevacao no peso relativo do figado e
dos marcadores de dano hepatico (elevacao dos niveis de ALT, AST e ALP),
somadas as alteracdes histolégicas, confirmam as lesdes hepaticas. O dano renal
foi confirmado tanto pelo aumento do peso relativo dos 6rgdaos quanto dos niveis
da uréia sérica. A reducdo da atividade da CAT também foi observada nesse

grupo.

A andlise dos resultados do grupo G5 mostrou que a administracao de ERA
apos a inducéo do diabetes nao resultou em melhora dos parametros avaliados,
com resultados muito préximos dos obtidos nos animais do grupo G3, exceto pela
auséncia de hemorragia focal hepatica.

Por outro lado, o pré-tratamento com ERA no grupo G4, induziu nos
animais tanto ganho de peso quanto aumento de glicemia, porém o0s niveis
glicémicos foram significativamente menores do que nos demais grupos
diabéticos, sugerindo um possivel efeito protetor para as ilhotas pancreaticas.
Embora alteragbes nas analises tenham sido observadas, tais como o0 aumento do
peso relativo do figado e rins e dos niveis de ALT, ALP e uréia, essas foram
menos pronunciadas do que nos demais grupos diabéticos.
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A hiperglicemia, a perda de peso ou ganho reduzido, concomitante com a
polifagia em animais com diabetes induzido por STZ, tém sido documentados na
literatura [14; 45]. No presente trabalho, ficou evidente que o pré-tratamento com
ERA (Grupo 4) reduziu a hiperglicemia e permitiu um ganho de peso, apesar do
consumo de racao desse grupo ter sido menor que nos demais grupos diabéticos.

As ANTs, devido a sua acao antioxidante, podem levar a reducao do
estresse oxidativo e proteger as células B contra a morte celular, preservando em
parte a secrecao de insulina [8; 21; 38; 39]. Nizamutdinova et al [8], em ensaio in
vivo, avaliaram marcadores da apoptose em células pancreaticas e observaram
que a administracdo de ANTs de soja negra provocou inibicdo na regulacédo de
proteinas prdapoptéticas como caspase-3 clivada e Bax, além de aumento na
regulacao da proteina anti-apoptética Bcl-2. A protecdo contra a morte celular
induzida por H>O; e a educao dos niveis caspase-3 clivada foram verificadas em
células HIT-T15 tratadas com ANTs de milho roxo [39]. Neste mesmo estudo, os
autores observaram aumento das células B no péancreas de camundongos

C57BL/KsdJ db/db que receberam o mesmo extrato.

Por outro lado, as ANTs podem ter um efeito positivo no diabetes, através
do aumento da secrecdo de insulina [8; 21; 39; 44; 46]. Sun et al. [44] verificaram
0 aumento na expressao do fator de transcricdo de insulina PDX-1, na expressao
do gene Ins2 e da proteina insulina ao tratar células INS-1 com ANTs de bayberry.
Os autores consideraram que estes efeitos, de maneira combinada, podem ter
contribuido para a elevacao da secrecao de insulina. O aumento na expressao da
insulina também foi verificado em células B remanescentes de ratos com diabetes
induzido por aloxana e tratados com ANTs de Vaccinium arctostaphylos L. [22].
Em estudo com células HIT-T15 tratadas com ANTs, o aumento da secrecao de
insulina foi atribuido a ativacdo de receptores de peptideo tipo glucagon (GLP)
[39]. Pertencente a familia das incretinas, o GLP é um horménio produzido no
intestino e estimula a producao de insulina [47]. Adicionalmente, Jayaprakasam et
al. [23], demostraram que as ANTs podem estimular a secrecao de insulina em
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células INS-1 832/13, sendo a delfinidina 3-glicosideo uma das ANTs que
apresentaram maior atividade secretagoga. Portanto, os resultados positivos
obtidos no grupo pré-tratado podem ser possivelmente explicados pelo efeito
protetor do ERA frente as espécies reativas. Esse efeito potencial pode ter
preservado parte das células B no momento da administragdo da STZ,
conservando a capacidade secretoria das células 3 remanescentes e a produgao

de insulina.

A disfuncéo renal gerada pelo diabetes determina alteracdes importantes
como o aumento dos niveis de uréia e creatinina, provocadas pela diurese
osmotica. A longo prazo, estabelece-se um quadro de nefropatia diabética com a
perda total da funcdo renal [3; 48]. A identificagdo, no grupo pré-tratado, de
aumento no peso renal em menor grau, bem como niveis de uréia ligeiramente
inferiores, sugerem a preservagao da funcéo renal dos animais diabéticos através

da reducao da glicemia mediante a administracdo de ANTSs.

Além do dano pancreatico, a STZ também pode apresentar toxicidade
hepatica [Lenzen]. Niveis aumentados das transaminases ALT e AST, assim como
da ALP sao indicativos de lesdo no figado [49]. Os resultados obtidos com a
administracdo de ERA, antes da inducdo do diabetes, mostraram menores
elevacoes, tanto dos niveis de ALT e ALP quanto do peso do figado, o que
permite considerar um possivel efeito protetor dessa substancia sobre o tecido
hepatico. Estes resultados sdo consistentes com os achados reportados por
Kumar et al [50] que administraram extrato de folhas de Dillenia indica (L.) a ratos
com diabetes induzido por aloxana.

Quando o diabetes esta estabelecido, a hiperglicemia promove o aumento
da producédo de radicais livres que, associada a uma resposta inadequada do
sistema de defesa antioxidante enzimatico, leva ao estresse oxidativo [13].
Investigacdes prévias demonstraram a redugéo de enzimas antioxidantes em soro,

figado e rins no diabetes experimental [8; 21; 51].
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No presente estudo, foram avaliadas as enzimas antioxidantes CAT e GR
do figado, 6rgao chave nos processos de desintoxicacao e de reagcdes envolvendo
radicais livres [52]. Para a atividade antioxidante, ndo observamos alteragbes na
atividade da GR. Por outro lado, a atividade da CAT se apresentou reduzida em
todos os grupos diabéticos, levando-nos a inferir que o ERA néo foi capaz de
restaurar os niveis depletados dessa enzima. Estes resultados divergem dos
obtidos por Ramachandraiahgari et al.[51], que mostraram o aumento dos niveis
da CAT e GR hepéticas apds o tratamento de ratos diabéticos com extrato de Aloe
vera e de Roy et al [21], que observaram a restauragdo do niveis séricos da CAT
em ratos diabéticos tratados com pelargonidina. A restauracdo do estado
depletado das enzimas foi atribuida as propriedades antioxidantes dos compostos
avaliados.

Outro método frequentemente utilizado para avaliagdo do potencial
antioxidante plasmatico é o ensaio ORAC, considerado um indice adequado para
avaliacdo do estresse oxidativo em casos de diabetes [53]. Por empregar
temperatura e pH semelhantes aos do sangue e radicais peroxila que sao
analogos aos encontrados em sistemas bioldgicos, além de combinar tempo e
grau de inibicdo na avaliagdo da capacidade antioxidante, esta andlise é mais
proxima das condicoes fisiologicas [35; 54].

Maiores valores de ORAC foram verificados em sujeitos saudaveis quando
comparados com diabéticos [53]. A redugcdo destes valores ocorreu de forma
concomitante com o aumento dos niveis de hemoglobina glicada e de
hidroperoxidos, demonstrando que a hiperglicemia esta fortemente relacionada

com o aumento do estresse oxidativo.

Os alimentos ricos em flavonoides contribuem de maneira importante para o
aumento do potencial antioxidante plasmatico [35; 55; 56]. Sujeitos saudaveis que
tiveram a dieta suplementada com mirtilo liofilizado apresentaram aumento da

capacidade antioxidante plasmatica [57]. As propriedades antioxidantes desta fruta
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sdo provavelmente decorrentes da alta concentracdo de ANTs que apresentam
[56]. E interessante observar que as ANTs majoritarias do mirtilo, delfinidina,

petunidina e malvidina, sdo as mesmas encontradas no feijao preto.

No presente trabalho, todos os animais que receberam o ERA,
independentemente de seu estado diabético, apresentaram valores de ORAC
ligeiramente superiores aos animais que nao receberam o extrato. Todavia, a
diferenca alcangou significancia estatistica apenas na comparacdo entre o0s
grupos G1 e G5. Este resultado pode apontar para um potencial efeito protetor,
em relacdo ao estresse oxidativo, devido as propriedades antioxidantes das ANTs
presentes neste extrato, embora estudos adicionais sejam necessarios para a
confirmagdo dessa agdo, bem como para a compreensdo dos mecanismos

envolvidos neste processo.

5. Conclusao

Este estudo evidenciou que apenas a utilizagdo preventiva das ANTs da
casca de feijao preto pode retardar ou reduzir os danos provocados pelo diabetes.

Os nossos resultados demostraram que o pré-tratamento com ERA néao
impediu o aparecimento do diabetes, mas apresentou um efeito positivo ao reduzir
a hiperglicemia e compensar a perda de peso, bem como atenuar os danos
pancreaticos, renais e hepaticos nos animais. Além disso, constatamos que o
tratamento realizado com ERA, apds a inducdo do diabetes, ndo foi capaz de

reduzir as lesées, nem melhorar o estado geral dos animais.
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CONCLUSAO GERAL

Os alimentos ricos em compostos bioativos tém merecido um interesse
continuado e crescente no ambito da Ciéncia dos Alimentos. Grande parte dos
estudos tem sido realizada com frutas, temperos e especiarias. Entretanto, os
resultados obtidos neste trabalho demonstraram que as cascas de feijao também
apresentam essa atividade, através de compostos com importantes propriedades
antioxidantes e antidiabéticas.

O estudo com dois diferentes tipos de feijao demonstrou que a variedade
exerce forte influéncia na composicao de polifenéis. Enquanto o extrato de casca
de feijao preto apresentou maiores concentragcdes de antocianinas e taninos
condensados, o de feijao roxinho exibiu maiores teores de compostos fendlicos e
flavonoides. De um modo geral, a digestdo in vitro provocou reducado nas
concentragdes das diversas classes de compostos de ambas as variedades. No
entanto, a atividade antioxidante foi mantida ou aumentada apds esse processo.
Esses resultados sugerem que a liberacdo e/ou transformacdo de compostos

durante a digestao preservaram a capacidade antioxidante dos extratos.

A purificagé@o parcial do extrato de casca de feijao preto produziu um extrato
rico em antocianinas, no qual foram identificadas: delfinidina 3-glicosideo,
petunidina 3-glicosideo e malvidina 3-glicosideo. Quando submetido a digestao in
vitro, esse extrato teve os teores de antocianinas e a atividade antioxidante
reduzidos, evidenciando a instabilidade das antocianinas em condicoes
fisioldgicas e sugerindo que a degradacao destes compostos foi responsavel pelo

decréscimo da atividade antioxidante.

O extrato rico em antocianinas apresentou efeitos biolégicos positivos
apenas em determinadas circunstancias, porém nao revelou, através das analises
empregadas, efeitos adversos. No ensaio in vivo, a utilizacdo do extrato de forma
preventiva, embora ndo tenha evitado o surgimento do diabetes, reduziu a
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hiperglicemia, permitiu 0 ganho de peso e diminuiu a intensidade das lesbes
pancreaticas, renais e hepaticas. Por outro lado, quando administrado apés a
inducéo da doenca, ele nao propiciou a melhora do estado geral dos animais, nem
dos demais parametros avaliados.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

O desenvolvimento de novas pesquisas que aprimorem a compreensao dos
mecanismos envolvidos nas atividades bioldégicas dos compostos de casca de
feijao se faz necessario, de forma a dar continuidade ao presente estudo.

Os resultados obtidos permitem considerar o potencial de investigacdes

complementares sobre o tema, a saber:

- ldentificacdo dos compostos presentes nos extratos brutos de casca de
feijdo antes e apds a digestao in vitro e ap6s a fermentacao colénica, bem como a
avalicdo da atividade antioxidante dos compostos identificados.

- Identificacdo dos produtos de degradacao formados apo6s a digestdo in

vitro e apods a fermentacao colbnica do extrato rico em antocianinas.

- Investigacdo da agdo do extrato rico em antocianinas em modelos
experimentais de resisténcia a insulina e diabetes tipo 2.

- Avaliacdo da acao de diferentes dosagens de extrato, em periodos de
tratamento mais prolongados, para determinar os eventuais efeitos a médio e

longo prazo.
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