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1. RESUMO

Nos ultimos anos tém-se reunido dados epidemiolégicos que sugerem um papel
protector do consumo de vinho e de cha, especialmente vinho tinto e cha verde,
para a saude humana, nomeadamente no que diz respeito a doenga coronaria e a
certos tipos de neoplasias. Tem sido recentemente descrito que o0 consumo
destas bebidas podera influenciar a eficacia terapéutica de muitos farmacos.
Muitos metabolitos endégenos e medicamentos s&o, a pH fisioldgico, catides
organicos. Assim, este trabalho foi realizado com o objectivo de esclarecer a
possivel influéncia destas bebidas na captagao intestinal de catides organicos.

Como modelo de células intestinais usaram-se células Caco-2, células derivadas
de carcinoma de célon humano, com fenoétipo enterocitico. A variacdo da entrada
de MPP*’H] (1-metil-4-fenilpiridinio; 200 nM) foi determinada pela incubagio
destas células, durante 5 minutos, na presenga de vinho tinto (VT), vinho branco
(VB), vinho tinto desalcoolizado (VTD), vinho branco desalcoolizado (VBD), cha
verde (CV) e cha preto (CP) (500 ul/ml), e VT, VB, CV e CP sujeitos a didlise. O
VT, o VTD, o CV e o CP aumentaram de forma significativa a captacdo de MPP"-
[°H], o VBD e os vinhos sujeitos a didlise diminuiram este transporte. O VB e os
chas dialisados n&o tiveram qualquer efeito sobre este parametro. E de realgar
que o VID e o CP tiveram um efeito menos acentuado que o verificado na

presenga de VT e de CV, respectivamente. Para além das bebidas, as células
foram ainda incubadas na presencga de alguns dos seus componentes. O
resveratrol (100 uM) e a epigalocatequina-3-galato (EGCG; 100 uM) aumentaram
a captagdo de MPP*-[>H]. A catequina (100 uM e 1 mM), a miricetina (25 uM e 50

pM), a quercetina (50 pM), a teofilina (1mM) e a cafeina (1mM) reduziram este



transporte. Curiosamente, o etanol, na mesma concentragéo existente no vinho
testado (47,4 mg/ml), reduziu a captacédo do catido organico modelo. Através do
doseamento da actividade da enzima desidrogénase do lactato, verificou-se que o
VT, o VB, o CV e o CP, em contacto com as células durante 25, 45 e 80 minutos,
n&o alteraram ou até melhoraram a viabilidade celular.

Assim, conclui-se que (i) 0 aumento da captagdo de MPP*-[°H] em células Caco-2
na presenca de VT e VID podera, pelo menos em parte, ser explicado pelo
resveratrol; (ii) o etanol podera facilitar a solubilizag&o, a biodisponibilidade e/ou o
efeito de outros compostos do vinho, 0 que explicara as diferenc¢as na intensidade
do efeito observado na presenca de VT e VTD; (iii) os compostos de elevado
peso molecular presentes no vinho poder&o contribuir de forma marcada para o
aumento do transporte de MPP*-[’H], o que é sugerido pelos resultados obtidos
com os vinhos dialisados e (iv) a EGCG podera explicar, pelo menos em parte, o
aumento da captacéo de MPP*—[3H] em células na presenca dos chas. A diferenca
entre os efeitos dos dois tipos de cha, com maior poténcia do CV, reforga esta
hipétese, uma vez que este composto fendlico € mais abundante no CV
comparativamente ao CP. Em suma, os nossos resultados sugerem que, a
biodisponibilidade de farmacos e nutrientes, catiGes organicos, s®ra influenciada
pela ingestdo de vinho tinto ou branco, cha verde ou preto, o que podera

condicionar os efeitos terapéuticos e/ou toxicoldgicos destes farmacos/nutrientes.



2. INTRODUGAO

A estrutura que reveste a célula, separando o meio intracelular do meio
extracelular, € a membrana plasmatica. Esta é constituida essencialmente por
uma camada dupla de fosfolipidos que se organizam formando uma barreira a
passagem de agua e de outras substancias, com uma parte hidrofilica e outra
hidrofébica. A membrana possui ainda proteinas integrais que a atravessam,
rompendo a continuidade da camada lipidica. Algumas dessas proteinas séo
proteinas transportadoras e tém a seu cargo o transporte de substancias que, de
outro modo, nado atravessariam a membrana. Estas proteinas ligam-se as
moléculas ou aos ides a serem transportados e, ap6s alteragées conformacionais
da molécula transportadora, movem as substancias através dos intersticios da
proteina até ao outro lado da membrana plasmatica. Em geral, estas proteinas
sdo altamente selectivas para a molécula ou &0 de cujo transporte se
encarregam'. As moléculas que entram ou saem da célula por recurso a proteinas
transportadoras sdo geralmente glicidos, aminoacidos, neurotransmissores e ides
de metais, em suma, moléculas que pelas suas caracteristicas fisico-quimicas
nao atravessantlivremente as membranas celulares, isto é, todas as que n&o sdo
hidrofobicas e de baixo peso molecular. Muitas vezes o transporte
transmembranar requer uma fonte de energia, pelo que o processo pode ser
acoplado a hidrélise de trifosfato de adenosina (ATP) ou ao gradiente
electroquimico de uma outra substancia como o id0 s6dio?. Este tipo de transporte

pode ocorrer em ambos os sentidos, isto €, pode ocorrer quando se absorvem ou

segregam substancias®.
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A principal funcdo do intestino é absorver as moléculas que resultam dos
processos digestivos sobre os alimentos®. Para além disso, o epitélio intestinal, foi
recentemente reconhecido como local importante de secreg¢do de muitas
substancias®. Também muitos farmacos encontram neste epitélio a principal forma
de entrada para o organismo. Como uma grande parte destas moléculas de
importantes grupos terapéuticos séo polares, ndo conseguem difundir através da
membrana celular. Desta forma, o seu transporte necessita ser efectuado através
de proteinas transportadoras da membrana, que controlam a sua passagem
consoante a selectividade destes transportadores®. Assim, a regulacdo deste
transporte, nomeadamente a nivel intestinal, constitui um factor determinante para
a biodisponibilidade e até mesmo para a possivel toxicidade destes compostos.

Muitos metabolitos endégenos e medicamentos sdo moléculas com uma ou mais
aminas primarias, secundarias, terciarias ou quaternarias podendo ser
protonados, no pH fisiologico, dependendo do seu pKa. Colectivamente este
compostos sdo denominados de catibes orgénicos e incluem farmacos
pertencentes a importantes classes terapéuticas tais como os anti-histaminicos,
os relaxantes do musculo esquelético, os anti-arritmicos, o0s agentes
bloqueadores dos receptores adrenérgicos B, entre outros. Incluem ainda muitas
aminas bioactivas como a dopamina, a colinae a N1-meti|nicotinamida, adrenalina
e guanidina>®. Algumas vitaminas como a tiamina e a riboflavina, ou outros
componentes alimentares tais como as aminas biogénicas histamina e tiramina
pertencem também a esta classe de compostos’®. Como tal, o transporte destes
compostos através das membranas celulares é mediado por transportadores.
Muitos dos transportadores que se encarregam do transporte de moléculas

organicas carregadas positivamente pertencem a familia dos transportadores de

'QQ.............QQ..O.C.OQ.........O..OCQ.Q.OCQ....Q...CQ.Qj
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catides organicos (OCTs, organic cation transporters) existentes em varios tecidos
epiteliais tais como o rim, o figado e o intestino. Nestes tecidos, estes
transportadores tém fungdes de transporte de endo- e xenobioticos. Existem, no
entanto, outros transportadores de catibes organicos nao pertencentes a esta
familia, nestes e noutros epitéliosS.

Nos ultimos anos tém-se reunido dados epidemiolégicos que sugerem um papel
protector do vinho, especialmente do vinho tinto, para a saude humana,
nomeadamente no que diz respeito a doenca coronaria e a certos tipos de
neoplasias. Uma vez que o vinho é uma matriz tdo complexa, é dificil atribuir os
seus efeitos a qualquer dos compostos que o compdem. No entanto, tém sido
realizados muitos estudos na tentativa de desvendar este mistério.

Pelo menos alguns dos efeitos do vinho s&o atribuidos ao etanol que nele existe
na concentragdo de 10 a 13% (v/v). Mais recentemente tém sido descritas
actividades protectoras de alguns compostos presentes nos vinhos em
quantidades importantes, como os flavonoides® .

Relativamente a estes compostos e ao seu efeito protector, ha ainda a considerar
as investigacées realizadas sobre o cha, particularmente o cha verde.

Varios estudos epidemiologicos tém demonstrado o efeito protector do consumo
de cha em relacdo a aterosclerose, a doenca coronaria, a elevacdo do colesterol
plasmatico e a elevacéo da tensdo arterial. Menos estudos sugerem protecgédo do
cha relativamente ao acidente vascular cerebral, ao enfarte do miocardio, a
osteoporose, as doengas hepaticas e as infecgdes bacterianas e virais'"'%

O cha e o vinho tém em comum o facto de serem ricos em compostos
polifendlicos. Este grupo de mais de 8000 compostos tem suscitado o interesse

da comunidade cientifica pela multiplicidade de propriedades que se tém vindo a
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atribuir a alguns deles, essencialmente uma actividade anti-inflamatéria, anti-
oxidante, anti-alérgica, hepatoprotectora, anti-trombaética, anti-viral e anti-
carcinogénica'>'4151¢

Tem sido recentemente descrito que o consumo destas bebidas influenciara a
eficacia terapéutica de muitos farmacos'’'®'°. Pela escassa informacao sobre os
possiveis efeitos destas mesmas bebidas na absorgédo intestinal de catibes
organicos, pareceu-nos pertinente o estudo da influéncia dos vinhos tinto e branco
e dos chas verde e preto na captagao intestinal destes compostos.

Recentemente tornaram-se disponiveis culturas celulares que permitem o estudo
do transporte intestinal. Entre estas esta a linha de células de carcinoma de colon
humano, Caco-2. Embora sejam derivadas de célon, no estado de diferenciacao
completa, estas células apresentam fenotipo enterocitico. Em confluéncia, o que
acontece apos cerca de 5 dias de cultura formando monocamadas, apresentam
microvilosidades, enzimas, receptores e transportadores caracteristicos do
epitélio intestinal, constituindo um bom modelo para estudos de transporte
intestinal®.

O catido organico 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP") € um reconhecido substrato para
alguns dos transportadores de catides organicos, tais como o OCT1, 0 OCT2e o
OCT3?' (recentemente denominado de EMT — extraneuronal monoamine
transporter” e, ndo é metabolizado in vivo®.

Assim, este catido é usado como modelo em estudos de transporte de catibes

organicos?+%>%
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3. OBJECTIVOS

Este trabalho de investigagédo, realizado no Servigo de Bioguimica da Faculdade
de Medicina da Universidade do Porto, teve como principais objectivos testar o
efeito de diferentes bebidas, ricas em compostos fendlicos (vinho tinto e vinho
branco, cha verde e cha preto), no transporte intestinal de catides organicos. Para
além disso, efectuaram-se ensaios no sentido de clarificar quais os compostos
fendlicos, presentes nestas bebidas, responsaveis pelos efeitos observados.
Adicionalmente tivemos como objectivo esclarecer o papel do etanol, no caso dos
vinhos, nos efeitos destes sobre a biodisponibilidade dos catides organicos.
Pretendeu-se ainda verificar a possivel alteracdo da viabilidade de células

intestinais tratadas com as bebidas em estudo.
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4. MATERIAS E METODOS

Materiais. MPP'°H] (acetato de N-{metil->H]-4-fenilpiridinio, actividade
especifica 82 Ci mmol”’; New England Nuclear, Dreieich, Alemanha); MPP"
(iodeto de 1-metil-4-fenilpiridinio; Research Biochemicals International, Natick,
MA, EUA); alfa-amilase de pancreas de Porco (EC 3.2.1.1; 57 U/mg), cafeina,
(+)-catequina hidratada, HEPES (N-2-acido etanosulfénico-N’-2-
hidroxietilpiperazina), (-)-epigalocatequina-3-galato, miricetina, pancreatina de
pancreas de Porco, pepsina A de estdmago de Porco (EC 3.4.23.1; 1:10000),
quercetina di-hidratada, resveratrol, sais biliares (cerca de 50% de colato de
sodio e 50% de desoxicolato de sodio), solugdo de penicilina/estreptomicina,
teofilina, Tris (hidrocloreto de tris-(hidroximetil)-aminometano), solugdo de
tripsina-EDTA (Sigma, St. Louis, MO, USA); DMSO (dimetilssulféxido; Merck,
Darmstadt, Alemanha); papel de filtro (@ 90 mm; Whatman, England). Cha preto
e cha verde dos Agores, Portugal. Membranas de didlise (MWCO 12-14000 Dg;
Medicell Int., Inglaterra). Vinho tinto e vinho branco da regi&o do Douro, Portugal.
A (+)-catequina foi dissolvida em etanol (1%); a cafeina, a quercetina, a
miricetina, o resveratrol e a teofilina foram dissolvidos em DMSO (1%). Os
controlos para estes compostos foram realizados na presenca do solvente

correspondente.

Culturas celulares. A linha celular Caco-2 foi obtida da American Type Culture
Collectibn (ATCC, Rockville, Md., EUA) e foi utilizada entre as passagens 40 e
70. As células Caco-2 (ATCC 37-HTB) foram mantidas a 37°C em atmosfera

humidificada com 5% de C02/95% de ar e foram cultivadas em Minimal Essential

|
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Medium (MEM; Sigma, St Louis, Mo., USA) suplementado com 20% de soro fetal
de Boi, 25 mM de HEPES, 100 unidades/mi de penicilina, 100 pg/mi de
estreptomicina e 0,25 pg/ml de anfotericina B (todos adquiridos na Sigma). O
meio de cultura foi mudado a cada 2-3 dias e a divisdo da cultura foi efectuada a
cada 7 dias. Para realizar uma subcultura as células foram removidas
enzimaticamente das placas (0,25% de Tripsina-EDTA, 5 minutos, 37°C),
diluidas de 1:3 e semeadas em piacas Petri de poliestireno (21cm?, @ 60 mm;
Corning Costar, NY., USA). As células para as experiéncias foram cultivadas em
placas de poliestireno com 24 pogos (2 cm?, @ 16 mm; Corning Costar). Durante
as 24 horas antes da experiéncia as células foram mantidas em meio de cultura
sem soro fetal. As experiéncias foram realizadas com células com 7 dias de

cultura. Cada cm? continha cerca de 200-300 Hg de proteinas celulares.

Estudo funcional de captagcado de catides organicos. O estudo do transporte
de MPP*-[?H] foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Martel et al
(2000)*, da qual farei uma breve descricdo. Inicialmente o meio de cultura foi
aspirado e as células foram lavadas em meio Hanks a 37°C. De seguida as
células foram pré-incubadas com meio Hanks a 37°C. O transporte foi iniciado
pela adicdo de 300 pl de meio de Hanks contendo MPP*-[?H] a 200 nM. A

incubacéo foi terminada ao fim de 5 minutos pela adigédo de 500 pl de meio de

Hanks a 4°C. As células foram entdo solubilizadas pela adicdo de 300 pl de
Triton X-100 a 0,1% (v/v) (em Tris-HCl a 5 mM, pH 7,4) e permaneceram durante
18-24 horas a temperatura ambiente. A composi¢do do meio Hanks (em mM) foi
a seguinte: 137 de NaCl, 5 de KCI, 0,8 de MgSO,4, 1,0 de MgCl,, 0,33 de

Na;HPO4, 0,44 de KH,PO4, 0,25 de CaCly, 0,15 de Tris-HCI e 1,0 de butirato de
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sodio, com o pH ajustado a 7,4. A radioactividade nas células foi determinada

por cintilometria liquida em contador de radiag&o beta.

Preparagdao das bebidas em estudo. Foram usados vinhos tinto e branco
provenientes da regido do Douro (Portugal, 12% alcool (v/v)) e os mesmos
vinhos tinto e branco desalcoolizados. Os vinhos foram testados nas
concentragdes de 500 pl por ml de meio Hanks, presentes na pré-incubacgao e na
incubagado (o que equivale a cerca de 47,4 mg de etanol/ml de meio de pré-
incubagéo ou incubagdo). Os chas verde e preto foram preparados pela infuséo,
durante 10 minutos, de 600 mg de folhas de cha verde ou preto (provenientes
dos Acores, Portugal), em 200 ml de agua fervida, seguida de filtragdo durante
20 minutos com papel de filtro (Whatman, Inglaterra; @ 90 mm, retencéo até 0,7
um). Os chas nas concentra¢dées de 500 ul e 250 ul por mi de meio Hanks
estiveram presentes na pré-incubagao e na incubagdo (1,5 mg e 0,75 mg por ml
de meio Hanks, respectivamente). As células foram incubadas com os
respectivos veiculos das bebidas: 500 ul de agua bidestilada com 47,4 mg/ml de
etanol por mi de meio Hanks no caso dos vinhos intactos, e 500 ul e 250 pl agua
bidestilada por ml de meio Hanks no caso dos vinhos desalcoolizados e dos

chas.

Estudo do efeito de compostos. Os compostos a testar estiveram presentes

durante a pré-incubacéo e a incubagéo.

Extraccdo do etanol. Os vinhos tintos e brancos foram submetidos a

evaporagéo do etanol num evaporador rotativo (BUCCHI, Waterbath B480), a
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pressdo de 75 mbar a 30°C durante aproximadamente 60 minutos. A
concentragéo final foi determinada por cromatografia gasosa®’. A extraccéo do
etanol foi realizada pela Escola Superior de Biotecnologia da Universidade

Catolica do Porto.

Determinacé&o do indice de compostos fenélicos nos vinhos. A determinacéo
da composigéo do vinho em compostos fendlicos foi efectuada por doseamento
espectrofotométrico a 280 nm de uma amostra de vinho diluida 50 vezes, de
acordo com a metodologia descrita por Mateus e Freitas (2001)®. Este
procedimento foi realizado pela Escola Superior de Biotecnologia da

Universidade Catolica do Porto.

Determina¢éo do indice de diadlise nos vinhos. Este indice representa uma
medida dos polifendis de elevado peso molecular e a sua determinacgdo foi
descrita por Mateus e Freitas (2001)%. Brevemente, colocaram-se 5 ml do vinho
em estudo num tubo de didlise (celulose; peso molecular cut-off 12-16000 Da;
raio médio de poro de 25 A). O tubo foi colocado num recipiciente com uma
solug&o alcodlica (etanol 12%, viv, e 5 g/l de acido tartarico, pH 3,2). Terminada
a dialise, o conteudo deste recipiente foi colocado num baldo volumétrico de 50
ml e completou-se o volume com a referida solugio alcodlica. As solugbes foram
armazenadas a temperatura ambiente durante 24 horas e determinou-se a
absorvancia a 280 nm desta solugdo e de uma outra, de referéncia. A diferenca
entre a absorvancia da solucdo de referéncia e da solugdo sujeita a didlise,

dividida pela absorvancia da solugdo referéncia constitui o indice de dialise. Este
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procedimento foi realizado pela Escola Superior de Biotecnologia da

Universidade Catolica do Porto.

Separagcao de compostos de elevado peso molecular. As membranas de
didlise (molecular weight cut-off de 12-14000 Da) foram primeiramente
mergulhadas em agua destilada e de seguida colocadas durante 30 minutos a
80°C, em bicarbonato de sédio a 10 mM, com agitacdo permanente. As
membranas foram transferidas para solugdo de EDTA dissddico a 10 mM,
durante 30 minutos. Colocaram-se novamente a 80°C em agua destilada,
durante 30 minutos, com agitacdo permanente. Terminado este tempo,
deixaram-se arrefecer, secaram-se e colocaram-se em solugao de formaldeido a
1% (v/v) para serem armazenadas a 4°C, tendo o cuidado de as manter sempre
submersas na solugéo. Este procedimento tem como objectivo a eliminagdo dos
residuos de glicerol, de compostos sulfurosos e de pequenas quantidades de
metais pesados, possivelmente presentes na membrana de dialise.

A dialise decorreu num contentor de Teflon de parede dupla, pelo interior do qual
se fez passar agua destilada a temperatura constante de 37°C. A metodologia
seguida foi a descrita por Azenha (2000)%, da qual farei uma breve descricao.
Primeiramente, colocaram-se 50 ml da amostra a dialisar no interior do tubo
juntamente com 25 ml de solugdo A (solugdo A: pepsina a 10 g/l, HCla 0,02 M e
NaCl a 0,15 M) e manteve-se a 37°C com agitagéo durante 3 horas. No decorrer
deste periodo verificou-se o pH que foi cerca de 3,5.

A membrana de didlise foi preparada lavando-a no interior e no exterior com
agua destilada (todo o manuseamento da membrana de didlise foi sempre

realizado usando luvas). Secou-se, encheu-se com 12 ml de solugdo de

W
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bicarbonato de s6dio a 10% (p/v) e fechou-se a membrana em ambas as
extremidades.

Terminada esta fase, adicionaram-se, ao conteudo do recipiente 12 ml de
solugéo de sais biliares a 1,5 g/l e solucdo B (solugdo B: pancreatina a 30 g/l e
amilase a 10 g/l) e mergulhou-se no seu conteldo a membrana de dialise
previamente preparada. Manteve-se a temperatura de 37°C durante 3 horas,
com agitagéo permanente. No final, o conteddo da solugdo no interior da
membrana apresentava um valor de pH aproximadamente de 7,4. O produto de
dialise foi entdo armazenado a -80°C até a realizagao experimental.

A solugbes enzimicas e de sais biliares foram sempre preparadas no dia da
experiéncia.

As celulas Caco-2 foram incubadas na presenca e na auséncia dos produtos de
dialise e efectuaram-se os respectivos controlos (controlo dos vinhos: produto de
didlise de uma solugéo com 12% (v/v) de etanol, 0,3 % de acido tartarico, pH 3,5;
controlo dos chas e dos vinhos desalcoolisados: produto da dialise de uma

solugéo de 0,15 M de NaCl)

Determinacao da viabilidade celular. A determinacdo da viabilidade celular
apos diversos tratamentos foi realizada através do doseamento da actividade da
enzima desidrogénase do lactato (LDH, /actate dehydrogenase, EC 1.1.1.27) de
acordo com o método descrito por Bergmeyer e Bernt (1974)°, tratando-se de
uma enzima intracelular. Para tal, as células foram incubadas na presenca dos
Compostos em estudo, durante diferentes periodos de tempo (25, 45 e 80
minutos). Comegou-se por aspirar 0 meio de cultura e lavar as células com 300

ul de meio Hanks a 37°C. Colocaram-se 300 u! de meio de incubagdo com o
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composto em estudo, diluido em meio de Hanks (com a composicdo supra-
referida). No final da incubagéo retirou-se uma aliquota de 50 pl de meio de
incubag&o, para doseamento da actividade extracelular da LDH, de seguida
aspirou-se o restante meio. Colocaram-se 300 pl de Triton X-100 a 0,1% (v/v)
(em Tris-HCI a 5 mM, pH 7,4) e colocaram-se as placas a 37°C durante 30
minutos. Obteve-se um homogeneizado celular do qual se retirou uma nova
aliquota de 50 pl para doseamento da actividade intracelular de LDH.

As aliquotas foram adicionadas no momento da leitura espectrofotométrica a 1,5
ml de solugéo C e 25 pl de solugdo D. A composigdo da solucdo C era a
seguinte (em mM): 50 de solug&o amortecedora de fosfatos (K;HPO4/KHoPO,),
0,63 de piruvato de sodio com pH ajustado para 7,5. A solugéo D consistia de
NADH dissodico a 11,3 mM e NaHCO3; a 10 mg/ml. Efectuou-se a analise da

actividade enzimica durante 120 segundos a 25°C, por determinacéo da variagéo

da absorvancia a 340 nm.

Quantificagdo das proteinas. A quantidade de proteina do homogeneizado
celular foi determinada pelo método de Bradford (1976), tendo como referéncia

a albumina do soro.

Analise estatistica. As médias aritméticas sdo apresentadas com o erro padréo
da meédia (SEM). A diferenga entre varios grupos foi avaliada usando o teste de
analise de variancia (teste ANOVA) seguido do teste Newman-Keuls. Para a

comparacao entre dois grupos foi usado o teste t de Student. As diferencas

foram consideradas significativas quando foi obtido um P<0,05.

0000000000
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5. RESULTADOS

De acordo com Martel et al (2000)%, a captacdo de MPP*-[°H] por células Caco-2
e linear durante os primeiros 15 minutos de incubagdo. Deste modo para
determinar as taxas iniciais de captagao, no presente estudo, as células foram
pré-incubadas durante 20 minutos e incubadas durante 5 minutos (200 nM de

MPP*-[?H]) na presenca ou na auséncia dos compostos em estudo.

Efeito sobre a captagdo de MPP*-[*H]. O vinho tinto (VT) na concentracéo de
500 ul/ml (47,4 mg de EtOH/mI, n=18) aumentou significativamente o transporte
de MPP*[°H] em células Caco-2, quando comparado com o controlo (47,4 mg de

EtOH/mI; 1,4 + 0,2 pmol de MPP*-[°H})/mg de proteina por 5 minutos, n=15).

- ®
o 400 &
C"JI_. S——
M)
o 5 300+
= “g’ .
S o 200 T
aﬁ 3
o
g & 100
*
O
(3]
0 C VT VB c*  VID VBD

Figura 1 — Efeito do vinho tinto e do vinho branco (500 pl/ml) sobre a captagio de
MPP‘-[3H] em células Caco-2. Vinho tinto (VT; n=18), vinho tinto desalcoolizado (VTD;
n=6), vinho branco (VB; n=18) e vinho branco desalcoolizado (VBD; n=6). Os
compostos testados estiveram presentes na pré-incubagdo (20 minutos) € na
incubagdo (5 minutos; 200 nM de MPP+-[3H]). Os resultados representam a
percentagem do valor controlo (C’, 1,4+0,2 pmol de MPP*-[3H]/mg de proteina por 5
minutos, n=15; C”, 2,240,1 pmol de MPP+-[3H]/mg de proteina por 5 minutos, n=3).

*P<0,05 vs respectivo controlo; **P<0,05 vs VTD.
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Por outro lado, o vinho branco (VB), na mesma concentragdo, diminuiu este
transporte, embora de forma nao significativa. O transporte do catiazo MPP" foi,
em percentagem do controlo, de 353+ 28% e de 90 +7% para o VT e para o VB,
respectivamente (figura 1).

O VT desalcoolizado (VTD; n=6) na mesma concentragdo (500 pi/ml), teve um
efeito semelhante ao observado na presenga de VT, sobre a captagdo de MPP™-
[PHl. No entanto, o aumento verificado com o VTD (200+31%) foi
significativamente menor que o aumento verificado na presenca de VT (figura 1).
Quando ao VB foi extraido o etanol, verificou-se que esta alteracdo foi importante
para o efeito agora observado, isto €, o VB desalcoolizado (VBD; n=6) reduziu
significativamente para cerca de 57% a captagdo quando comparado com O

respectivo controlo (2,2+0,1 pmol de MPP*-[°’Hl/mg de proteina por 5 minutos,

n=3).
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Figura 2 — Efeito do vinho tinto (VT, n=6; VTD, n=6) e do vinho branco (VB, n=6; VBD,
n=6) apos dialise (cut-off 12-14000 Da), sobre a captagio de MPP*-[’H], em células
Caco-2. O composto testado (500 ul/ml) esteve presente na pré-incubagio (20
minutos) e na incubagdo (5 minutos; 200 nM de MPP’-["H]). Os resultados
representam a percentagem do valor controlo (C’, 1,6 + 0,6 pmol de MPP+-[3H]/mg de
proteina por 5 minutos, n=3; C", 1,4 + 0,2 pmol de MPP*-[3H]/mg de proteina por 5
minutos, n=3). *P<0,05 vs respectivo controlo; # P<0,05 vs respectivo vinho

desalcoolizado.
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Os vinhos, bem como os vinhos desalcoolizados, sujeitos a diélise, como se pode
observar na figura 2, diminuiram a captagdo de MPP*°H]. No caso do VTD
(66+7%; n=6) e do VBD (56t 2%; n=6) a diminui¢gdo observada, em percentagem
do controlo, foi menos acentuada do que com o VT (19+1%; n=6) e com o VB
(23+8%; n=6), quando comparada com 0s respectivos controlos (1,4+0,2 pmol de
MPP*-[*H)/mg de proteina por 5 minutos, n=3 e, 1,6+0,6 pmol de MPP*-[°H}/mg de
proteina por 5 minutos, n=3, respectivamente) .

O etanol (figura 3) na concentragdo de 47,4 mg/ml e na concentracdo de 23,7
mg/ml diminuiu de forma significativa (53+7%; n=9; 41+13%; n=6,
respectivamente) a captacdo de MPP*-[°H] em relacdo aos respectivos controlos
(1,640,2 pmol de MPP*[°H}/mg de proteina por 5 minutos, n=9 e 3,0+0,1 pmol de

MPP*-[>H}/mg de proteina por 5 minutos, n=3, respectivamente).
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Figura 3 — Efeito do etanol (EtOH’, 47,4 mg/ml, n=9; EtOH”, 23,7 mg/ml, n=6) sobre a captagio de
MPP*-[3H] em células Caco-2. O composto testado esteve presente na pré-incubagio (20 minutos)
e na incubagio (5 minutos; 200 nM de MPP*-[3H]). Os resultados representam a percentagem do
valor controlo (C’, 500 ul/mi de agua bidestilada, 1,6+0,2 pmol de MPP*-[°H}/mg de proteina por 5
minutos, n=3; C”, 250 pl/ml de agua bidestilada, 3,0+0,1 pmol de MPP*-[*H)/mg de proteina por 5

minutos, n=3). *P<0,05 vs controlo.



24

O cha verde (CV) e o cha preto (CP) nas concentragdes de 500 pl/ml e de 250
pi/ml (1,5 e 0,75 mg de cha/ml, respectivamente), também aumentaram a

captacéo de MPP*’H). Este efeito foi dependente da concentragéo (figuras 4A e

4B).
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Figura 4 — A — Efeito do cha verde (CV; 500 ui/ml, n=9) e do cha preto (CP; 500 pl/ml,
n=6) sobre a captacdo de MPP+-[3H] em células Caco-2. Os compostos testados

estiveram presentes na pré-incubagdo (20 minutos) e na incubagéo (5 minutos; 200

nM de MPP*-[3H]). Os resultados representam a percentagem do valor controto (C;
1,3+0,3 pmol de MPP'-[’H}/mg de proteina por 5 minutos, n=6). *P<0,05 vs controlo;
**P<0,05 vs CP. B — Efeito do cha verde (CV; 250 pl/ml, n=3) e do cha preto (CP; 250

ul/ml, n=3) sobre a captagio de MPP*-[’H] em células Caco-2. Os compostos testados

estiveram presentes na pré-incubagdo (20 minutos) e na incubagdo (5 minutos; 200

nM de MPP+-[3H]). Os resultados representam a percentagem do valor controlo (C;

3,0+0,1 pmol de MPP*-[3H]/mg de proteina por 5 minutos, n=3). *P<0,05 vs controlo.

Os resultados, apresentados em percentagem do controlo, foram estatisticamente
significativos para 500 pi/ml de CV (454155%; n=9) e de CP (197+32%; n=6) e
para 250 pl/ml de CV (231+ 29%; n=3) e nao significativos para 250 ul/ml de CP
(143+16%; n=3), quando comparados com o0s respectivos controlos (500 pl/mi de

cha, 1,3+0,3 pmol de MPP*-[°’H)/img de proteina por 5 minutos, n=6; 250 pi/m! de

cha, 3,0+0,1 pmol de MPP*{*H]/mg de proteina por 5 minutos, n=3).

Ld
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Na concentracdo de 500 pl/ml, o CV (63+18%,; n=3) e o CP (77+11%; n=3)
sujeitos a dialise ndo foram significativamente diferentes do respectivo controlo

(1,440,2 pmol de MPP*-[°’H}/mg de proteina por 5 minutos, n=3).
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Figura 6 — Efeito do resveratrol 10 uM (R10; n=6), da quercetina 50 uM (Q50; n=6), da
teofilina 1mM (T1000; n=6) e da cafeina 1 mM (Cf1000; n=6) sobre a captagio de
MPP+-[3H] em células Caco-2. Os compostos testados estiveram presentes na pré-
incubagdo (20 minutos) e na incubagdo (5 minutos; 200 nM de MPP*-[3H]), Os
resuitados representam a percentagem do valor controlo (C; 1,7+0,2 pmol de MPP"-

[3H]/mg de proteina por 5 minutos, n=21). *P<0,05 vs controlo.

O resveratrol na concentragdo de 10 pM (n=6) aumentou para 144% a captacéo
de MPP*-[’H] em células Caco-2 (figura 5), quando comparada com o respectivo
controlo (1% de DMSO, v/v; 1,7+0,2 pmol de MPP*-[°’H)/mg de proteirna por 5
minutos, n=21). Os flavondis quercetina (figura 5) na concentragdo de 50 uM
(n=6) e miricetina (figura 6) na concentragdo de 25 uM (n=3) e de 50 uM (n=3),
diminuiram significativamente a captagédo do catido orgéanico para cerca de 89%;

de 78% e de 40%, respectivamente, em relagdo ao respectivo controlo.
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Figura 6 — Efeito da miricetina 25 yM (M25; n=3) é 50 pM (M50; n=3) sobre a
captagdo de MPP'-[’H] em células Caco-2. Os compostos testados estiveram
presentes na pré-incubagdo (20 minutos) e na incubagao (5 minutos; 200 nM de MPP’-
[3H]). Os resultados representam a percentagem do valor controlo (C; 2,6+0,2 pmol de

MPP*-[’H}/mg de proteina por 5 minutos, n=6). *P<0,05 vs controlo.
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Figura 7 — Efeito da catequina a 100 pM (Cat100; n=9) e 1 mM (Cat1000; n=6) sobre a
captagdo de MPP+-[3H] em células Caco-2. Os compostos testados estiveram
presentes na pré-incubagao (20 minutos) e na incubagéo (5 minutos; 200 nM de MPP"-
[3H]). Os resultados representam a percentagem do valor controlo (C; 2,6+0,1 pmol de
MPP*-[3H]/mg de proteina por 5 minutos, n=9). *P<0,05 vs controlo.

Também o flavanol catequina (figura 7) na concentragéo de 100 uM (n=9) e de 1
mM (n=6), foi capaz de reduzir significativamente a captagéo do catido MPP*-[°H],
para cerca de 86% e de 79% relativamente ao respectivo controlo (1% EtOH, vi/v,

2,640,1 pmol de MPP*-’H)/mg de proteina por 5 minutos, n=9). No entanto, a
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ECGC (figura 8) na concentragdo de 100 pyM (n=3), aumentou (114+3%) a
captagdo deste catido em relagéo ao controlo (2,8+0,03 pmoi de MPP*-[°H}/mg de
proteina em 5 minutos, n=3). Relativamente as xantinas teofilina e cafeing,
ambas na concentracdo de 1 mM, pudemos verificar da analise da figura 5 que

estes compostos reduzem significativamente a captacdo do catido MPP”.
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Figura 8 — Efeito da ECGC na concentragdo de 100 uM (EGCG100; n=3) sobre a
captagdo de MPP'-[’H] em células Caco-2. O composto testado esteve presente na
pré-incubagéo (20 minutos) e na incubagdo (5 minutos; 200 nM de MPP*-[’H]). Os
resultados representam a percentagem do valor controlo (C; 2,8+0,03 pmol de MPP’-

[3H]/mg de proteina por 5 minutoS, n=3). *P<0,05 vs controlo.

Efeito sobre a viabilidade celular. como se pode observar na figura 9 aos 25
minutos de incubagao o VT (500 ul/ml) reduziu significativamente a actividade da
LDH no meio extracelular relativamente ao respectivo controlo (36+ 9%; n=6), o
que traduz um aumento da viabilidade celular. Este resultado nao foi observado
com a incubagdo, durante 25 minutos, na presenga de VB (500 pl/ml).
Curioéamente foi observado idéntico comportamento na presenga do CV e do CP
(1,5 mg/ml de CV, n=3 e de CP, n=3, respectivamente) também ao fim de 25

minutos de tempo de incubacdo, isto é, o CV reduziu significativamente a
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actividade da LDH no meio extracelular relativamente ao respectivo controlo

(41£5%; n=3) e o CP na&o teve qualquer efeito sobre este mesmo parametro.
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Figura 9 — Efeito ao longo do tempo dos vinhos e dos chas (500 ul/ml) sobre a actividade da
enzima LDH em células Caco-2. Os compostos testados estiveram presentes em diferentes
tempos de incubagao: 25 minutos (VT, n=6; VB, n=3; CV, n=3; CP, n=3), 45 minutos (VT, n=3; VB,
n=3; CV, n=3; CP, n=3) e 80 minutos (VT, n=6; VB, n=3; CV, n=3; CP, n=3). Os resultados
representam a relagdo da actividade da enzima LDH no meio extracelular/actividade total (C de 25
minutos, n=6; C de 45 minutos, n=3; C de 80 minutos, n=6). A actividade enzimica total resulta da
soma da actividade no meio extracelular com a actividade no meio intracelular. *P<0,05 vs
controlo.

No entanto, pudemos ainda verificar da analise da figura 9 que, ao longo do
tempo, tanto o VT como o CV mantém os referidos efeitos sobre a viabilidade
celular. O VB aos 45 minutos de incubacgéo reduz significativamente a actividade
da LDH no meio extracelular, efeito que se mantém aos 80 minutos de incubagéo.
O CP néo tem efeito significativo sobre este parametro também ao fim de 45
minutos de tempo de incubag¢do. No entanto, aos 80 minutos de incubacio das
células Caco-2 com CP, foi verificada uma reducao significativa da actividade da

LDH no meio extracelular.
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indice de compostos fendlicos e indice de dialise. A partir da determinacéo do
indice de compostos fendlicos e do indice de dialise dos vinhos efectuada pela
Escola Superior de Biotecnologia da Universidade Catolica do Porto, verificou-se
que o indice de compostos fendlicos do VT e do VB utilizados era de 57,6 e 8,15

e que o indice de dialise do VT e do VB era de 41,8 e 10,9, respectivamente

(tabela 1).
VT VB VT/VB
Compostos fenodlicos (280 nm) 576 8,15 7,07
% indice de dialise 418 10,9 3,83

Tabela 1 - indice de compostos fendlicos e indice de dialise do vinho tinto (VT) e do

vinho branco (VB) e relagdo entre ambos (VT/VB).
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6. DISCUSSAO

A modulacdo dos mecanismos de transporte intestinal é alvo do interesse de
muitos cientistas. E cada vez maior o nimero de estudos que tentam esclarecer
os efeitos de componentes alimentares em processos de transporte intestinal de
outras substancias. Este facto tera cada vez maior relevancia se considerarmos
que de 1983 a 1994 foram aprovados cerca de 520 novos compostos com efeitos
terapéuticos, 39% dos quais sdo farmacos de origem natural®.

Nas ultimas décadas, o cha e o vinho tém sido objecto da curiosidade da

comunidade cientificg®'01"1233:34

. Inumeros estudos epidemiolégicos referem o
consumo destas bebidas como factor protector em relagdo as doengas
cardiovasculares e a certos tipos de cancro®®°"%® Eoram ja descritos alguns
dos mecanismos bioquimicos que justificam os seus alegados efeitos>*®>

Pelo consumo crescente destas bebidas e, pela escassez de informago sobre a
sua influéncia na absorcdo intestinal de farmacos de importantes classes
terapéuticas ou de nutrientes, considerou-se importante o estudo do vinho, do ch&
e de alguns dos seus componentes sobre a captagéo de catiGes organicos a nivel
intestinal.

Os catibes organicos representam um grande numero de compostos com
propriedades distintas, como medicamentos de varias classes terapéuticas,
neurotransmissores, algumas vitaminas e aminas biogénicas. Existem no
intestino, embora n&o exclusivamente, transportadores de catiGes organicos que

se ericarregam do transporte deste tipo de moléculas®. Estes transportadores

pertencem a familia dos ASF (Amphiphilic Solute Facilitator; facilitador de solutos
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anfifilicos) e alguns dos membros deste grupo, tais como o OCT1, o OCT2 e o

EMT, s&o expressos no intestino®* e, em particular, também nas células Caco-2 .

O catido organico 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP) H/ =
(figura 10) é referenciado na literatura como um o
bom substrato para o OCT1, OCT2 e EMT, e ndo é l \“
metabolizado in vivo, pelo que foi usado como \r‘f

CHs,

catido organico modelo?#42>%

Figura 10 — Estrutura do 1-
metil-4-fenilpiridinio (MPP").

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, o VT e o VID aumentaram
o transporte de catides organicos em células Caco-2 (figura 1). No entanto, o VID
fol significativamente menos potente que o VT, o que levanta a hipotese do etanol
presente no VT contribuir de alguma forma para este efeito. Curiosamente,
quando se testou o efeito do etanol, principal alcool do vinho®, numa concentragéo
semelhante a presente na bebida (47,4 mg/ml), verificou-se uma diminuicdo da
captacdo de MPP*-[’H] nestas mesmas células (figura 3). Este resultado parece
discordante com os anteriores, no entanto, € no mesmo sentido dos resultados
descritos por Corder et al (2001), que verificou que o efeito do sumo de uva sobre
o diminui¢&do da produgdo de endotelina-1 era menos pronunciado que o do vinho
tinto.

Relativamente ainda a questao dos efeitos do etanol versus efeitos das bebidas
alcodlicas, Sun et al (2002)* observa, em ratos Sprague Dawley, uma diminuicéo
das alteragdes de parametros neuroldgicos (associados aos danos oxidativos nos
neurénios provocados pelo consumo crénico de etanol), quando estes ingeriam

dietas suplementadas simultaneamente com etanol e polifendis extraidos de uvas.

i.‘.....“.....“‘.QQ......AO.C.."..“....‘..OQ..Q‘Q
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De acordo com estes resultados®™ e com os descritos no nosso trabalho,
poderemos concluir que devera existir alguma prudéncia quando se fazem
extrapolagbes de dados resultantes de experiéncias efectuadas com etanol
isoladamente e se generalizam as conclusbes para as bebidas

alcodlicas*"

RBMUBAL De facto, podem existir nessas bebidas, outros compostos
que anulem ou invertam o efeito observado com o etanol sobre o(s) mecanismo(s)
em estudo.

Sabe-se que durante a produgdo do vinho o etanol que é produzido atinge
concentracbes de 10 a 13% (v/v) no produto final, permitindo a extraccdo dos

compostos polifendlicos das peliculas e das sementes das uvas e actuando como

um solvente para muitos destes compostosg'@. Para além destes efeitos, o etanol

podera ter influéncia na potenciagdo dos efeitos de alguns dos compostos
presentes no vinho, possivelmente por alterar a solubilizacio, a biodisponibilidade
e/ou o directamente o efeito desses mesmos compostos, o que se podera
repercutir, neste caso, na captagéo de catides organicos pelas células intestinais.
A influéncia do etanol sobre o efeito de outros compostos presentes no vinho é
apoiada pelos resultados obtidos neste estudo com a catequina. Este flavanol
(figura 11B) existe no VT e no VB na concentragdo de cerca de 191,3 mg/ml e
34,9 mg/ml, respectivamente'®. No presente trabalho verificamos que, quando
diluido em etanol nas concentrages de 100 uM e 1 mM, obtivemos uma reducéo
significativa da captacdo de MPP*{°H], dependente da concentragdo (figura 7).
No entanto, quando se utilizou como solvente o DMSO para a catequina a 1 mM
(resultados ndo apresentados), néo foi observado qualquer efeito deste flavanol

sobre a captagdo do catido MPP’, o que apoia a hipétese da importancia do
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etanol, provavelmente enquanto solvente, sobre o efeito de alguns dos compostos
presentes no vinho.

Assim, de acordo com os resultados obtidos na presencga de catequina (em EtOH)
ndo parece que, pelo menos em parte, seja este composto o responsavel pelo
aumento da captacdo de MPP* observado com o VT e do VTD, podendo, no
entanto, explicar os resultados obtidos com o VT sujeito a dialise.

Quando se testou o efeito de outros polifendis do vinho (figuras 11D, 11E e 11F),
para avaliar a qual(is) se poderiam atribuir os efeitos verificados com os vinhos
sobre a captacdo de MPP’-[°H], constatou-se que, dos compostos testados,

apenas o resveratrol (10 uM) aumentou esta captagao de forma significativa.
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Este polifenol é um estilbeno, que existe nos vinhos tintos e brancos nas
concenragdes de 4,37 mg/l 0,68 mg/l, respectivamente®**® Qs flavonois
miricetina e quercetina, presentes apenas nos vinhos tintos (8,5 mg/ml e 7.7
mg/ml, respectivamente), nas concentracbes testadas tiveram um efeito
semelhante ao obtido com a catequina sobre a captacédo de MPP*-[°H] (figuras 5,
6 e 7). Assim, dos compostos testados, s6 o resveratrol podera explicar, pelo
menos em parte, o efeito do vinho tinto sobre a captacdo de MPP*-[°H] em células
Caco-2.

O facto do VB diminuir a captacdo de MPP*{°H] podera possivelmente ser
explicado pelas diferengas de composi¢do em relagdo ao VT. Estes dois tipos de
vinho testados apresentam consideraveis diferencas nos seus contetidos em
compostos polifendlicos. Os polifendis constituem 85% do conteudo fendlico do
VT (= 1000 mg/l) e apenas 20% do VB (= 50 mg/l)°. Relativamente aos vinhos
usados neste estudo, verificamos que o indice de compostos fenélicos, foi cerca
de 7 vezes maior no VT do que no VB (tabela 1). Assim, com base nestes
resultados, os compostos presentes no VT, responsaveis pelos efeitos
observados sobre a captagdo de MPP", podem estar ausentes no VB ou existir
em concentragbes mais baixas. Neste ultimo caso, o efeito que exerceriam pode
n&o ser evidenciado por outros compostos presentes em maior abundancia no
VT. Como pudemos concluir dos resultados obtidos com a catequina, a miricetina
e o etanol, existem no vinho compostos que diminuem a captacdo de MPP*-[°H],
0 que também estd no mesmo sentidos dos resultados obtidos por Corder et al
(2001')33 que obteve menor efeito sobre a sintese de endotelina-1 com o VB do

que com 0 VT e 0 sumo de uva.
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Os resultados obtidos com os vinhos sujeitos a dialise (figura 2), sugerem que 0
efeito facilitador do transporte intestinal de catiées organicos verificado com o VT,
provavelmente, se deve, em grande parte, a compostos com pesos moleculares
superiores a 14000 Da. Sendo o indice de dialise uma medida da quantidade de
taninos condensados, de complexos tanino-polissacarideo e pigmentos
polimerizados, consideramos importante, para explicar esta nossa hipotese,
comparar os vinhos testados relativamente também a este parametro. Deste
modo verificamos que o indice de didlise (tabela 1) do VB é cerca de 4 vezes
inferior, comparativamente ao do VT analisado, 0 que reforca a hiptese acima
referida.

Ainda da analise dos resultados obtidos com os vinhos sujeitos a dialise,
poderemos compreender os efeitos verificados pelos flavondis testados. Os
flavonois s&o um grupo de compostos de baixo peso molecular'® o que podera
sugerir que estes estejam presentes nos produtos de didlise, e por isso, nos
vinhos dialisados, contribuam em grande parte para o efeito inibitério destes sobre
a captago intestinal do catido MPP*-[H].

O CV e o CP (figuras 4A e 4B) aumentaram a captacdo de MPP*[°H]. Estas
bebidas s&o também ricas em flavonéides embora difiram entre si. O vinho possui
compostos com peso molecular mais elevado, no entanto, o cha é especialmente
rico em compostos de baixo peso molecular®.

O CV é principalmente rico em flavandis ou catequinas (30% do peso seco do cha
verde). O processo de fabrico do cha preto tem como consequéncia a oxidagao

de uma parte das catequinas (9% do peso seco do CP) que originam teaflavinas e

tearrubiginas®*3%°,

|
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Esta diferenca de composicdo podera explicar o menor efeito do CP sobre a
captacdo intestinal de MPP*-[H]. Para além disso, verificou-se que, pelo menos
em parte, o aumento da captagao deste catido organico pode ser explicado pela
EGCG (figura 11C), o principal componente do CV que representa cerca de 50%
das catequinas deste cha'”.

A EGCG aumenta, na concentragdo de 100 uM, a captacdo do catido organico em
estudo, embora em muito menor extensdo que o efeito verificado com o CV
(figura 8). O cha tem cerca de 2 mM de EGCG'" e o composto foi testado na
concentracdo de 100 uM, por ser impossivel dissolvé-lo in vifro numa
concentragdo superior. E provavel que aumentando a sua concentracéo se
consiga explicar com seguranca o efeito do CV e do CP sobre a captacéo de
MPP*-[3H]. Muitos estudos sobre o efeito das catequinas do cha, em que se
utilizam catequina, epicatequina, epicatequina galato, epigalocatequina e EGCG,
apontam esta Gltima como a mais potente das catequinas'**“%. Esta catequina
constitui cerca de 9% do peso seco do CV e 2% do peso seco do CP °'

As xantinas cafeina e teofilina (figuras 11A e 11G) que constituem cerca de 3% do
peso seco do cha >*, reduziram significativamente o transporte de MPP* (figura 5).
No entanto, sabe-se que o CV e o CP tém diferentes quantidades de cafeina (11
a 20 mg/g de peso seco e 22 a 28 mg/g de peso seco, respectivamente™).
Comparando estes efeitos com os obtidos com a EGCG, e tendo em conta a
diferente abundancia destes mesmos grupos de compostos nos dois tipos de cha,
poderemos especular sobre a explicagdo dos resultados obtidos com o CV com
base no efeito verificado com a EGCG e dos obtidos com o CP com base nas

xantinas.
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A didlise dos chas anulou o efeito verificado com ambos sobre a captacéo de
MPP*-[?H] em células Caco-2. Tem sido atribuida grande importancia ao residuo
de galato para os efeitos bioquimicos das catequinas, provavelmente porque este
confere maior lipossolubilidade a este grupo de compostos'*. E possivel que pela
permanéncia durante 3 horas a pH &acido (<3,5) e/ou pelo contacto com enzimas
como a amilase, tenha ocorrido a hidrélise da ligagdo éster deste residuo a
EGCG, o que podera explicar a perda de efeito. Como ja foi referido, a miricetina
(25 uM e 50 uM), a quercetina (50 pM) e a catequina (100 ypM e 1 mM),
flavondides comuns ao cha e ao vinho'®** ndo serdo os responsaveis pelos
efeitos observados com o vinho tinto e com o cha, ja que diminuem a captacéo de
MPP*-[°H].

Finalmente também ndo se pode excluir a possibilidade de tanto, no vinho como
no cha, os compostos possam actuar sinergicamente, como ja referido por
exemplo por Paquay et al (2000)“9, ou concorrerem para o mesmo efeito, ndo
podendo os resultados observados serem explicados por nenhum deles
isoladamente. E o que provavelmente acontece com o etanol no vinho.

Sera importante no futuro esclarecer a(s) causa(s) das altera¢des na captagéo de
MPP*-[°H] pelas células Caco-2. O mecanismo responsavel por este efeito podera
ter actuado ao nivel do aumento da absor¢do ou da diminuigdo da extruséo deste
catido.

Recentemente, foi obtida evidéncia do envolvimento da fosfatase alcalina na
modulacdo do transporte de catides organicos em hepatocitos de Rato™, assim
como em células renais de embrido humano (células Hek293)>*, de carcinoma de
célon humano (células Caco-2)* e em células endoteliais de capilares cerebrais

de Rato®. Por outro lado, tém sido descritos na literatura efeitos moduladores de
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muitos destes compostos fendlicos sobre a actividade desta enzima® >, enzima
também presente na membrana apical destas células Caco-2>. Assim, de acordo
com estes dados nao sera de excluir a hipdtese de muitos destes efeitos serem
mediados por uma modulagdo da actividade da fosfatase alcalina.

E sabido que muitos destes catifes organicos sdo substrato da glicoproteina-
P?°%3 uma proteina transmembranar formadora de poro existente na superficie
apical das células que a expressam e que, de forma dependente do ATP faz a
extruséo celular de farmacos™. Jodoin et al (2002)® observou que a EGCG é
substréto para a glicoproteina-P inibindo o transporte de farmacos para o exterior
da célula. Estes resultados poderiam explicar a maior acumulacdo de MPP*-[>H]
no interior das células estudadas. No entanto, a explicacdo dos resultados obtidos
neste trabalho com base na influéncia destas bedidas sobre a actividade da
glicoproteina-P, ja referida na literatura por Jodoin et al (2002)50, nao defensavel
ja que: (i) aos 5 minutos estuda-se apenas a entrada de MPP*-[°H] para as
células®® e (ii) Martel et al (2000)® verifica que o anticorpo para a glicoproteina-
P n&o afecta este transporte.

Pela observagao dos resultados obtidos pela determinacéo da viabilidade celular
(figura 9), pudemos verificar que as diferentes bebidas estudadas ndo afectaram a
integridade das células. Pelo contrario, as bebidas foram, com o aumento do
tempo de incubagédo, provocando um aumento da viabilidade celular, o que
sugere um efeito protector sobre as células Caco-2. Este aumento da viabilidade
celular pode ter sido devido tanto a diminuicdo da apoptose como ao aumento da
multiplicagdo celular. Pelo tempo de incubacdo maximo que se efectuou (80
minutos), a segunda hipotese parece pouco provavel. O aumento da viabilidade

celular por diminuigdo da apoptose é controverso, uma vez que ja estio descritos
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efeitos anti-neoplasicos de muitos dos componentes do vinho e do ¢ha por
aumento da apoptose’®. No entanto, também estd descrito que os mesmos
compostos que promovem a apoptose nas células neoplasicas nao tém esse

mesmo efeito sobre as células normais'".
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7. CONCLUSAO

Com a realizagdo deste estudo foi possivel concluir que existem no vinho e no
cha compostos capazes de modular a captacéo do catido organico MPP*>H] nas
células Caco-2. Este facto apoia a hipétese de que o consumo destas bebidas
podera alterar a absorcéo intestinal de catides organicos, podendo mesmo a
alterar a eficacia terapéutica de muitos medicamentos. Por exemplo, uma vez que
alguns alimentos possuem quantidades apreciaveis de aminas biogénicas como a
histamina e a tiramina®, também catides organicos, a ingestdo concomintante
destas bebidas com os referidos alimentos podera potenciar os efeitos dessas
aminas atraveés da promog¢ao da sua absorgao.

Uma vez que, no cha e no vinho, 0 aumento da captacdo de MPP*-[°H} podera
ser explicado por diferentes componentes destas bebidas, os mecanismos
celulares pelos quais elas actuam podera também ser distinto. Assim, seriam
necessarios mais ensaios no sentido de clarificar esta questio.

No futuro, seria interessante verificar se a adicdo de etanol ao vinho tinto
desalcoolizado poduziria efeitos semelhantes aos provocados pelo vinho tinto
sobre 0 aumento da captagdo de MPP*-[°H] e ainda testar o efeito sobre este
transporte de diferentes componentes do vinho, na presenga e na auséncia de
etanol. Por outro lado, a hipotese de que diferentes polifendis das bebidas
testadas possam interactuar para produzir um dado efeito, ndo esta, neste caso,
posta de parte, ja que nenhum dos polifendis testados pode explicar por completo
os resultados obtidos na presencga destas bebidas.

Neste.estudo n&o se testou o efeito dos constituintes dos vinhos com maior peso
molecular mas seria importante efectuar este estudo posteriormente, para que
verificar se estes compostos estariam realmente implicados no aumento da

captagdo de MPP*-[°H] nas células Caco-2.
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