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Resumo:

O café¢ é uma das maiores fontes de acidos clorogénicos na natureza. Os acidos clorogénicos sdo compostos
fenolicos que tém recebido especial atengdo nos ltimos anos devido a propriedades biofarmacologicas observadas in vitro
e in vivo, tais como hipoglicemiante e antioxidante. No entanto, pouco se sabe a respeito de sua biodisponibilidade em
humanos. Este estudo objetivou investigar os fluidos digestivos de humanos como marcadores de biodisponibilidade e
excrecao dos acidos clorogénicos. Os trés isomeros principais dos acidos cafeoilquinicos, responsaveis por cerca de 80% da
composicdo do café torrado, foram identificados, na sua forma livre, em fluidos digestivos de mais de cem individuos apés
jejum noturno de 12 horas. Nossos resultados mostram que os acidos cafeoilquinicos sdo absorvidos em humanos e
circulam na corrente sanguinea, sendo parcialmente excretados via saliva e fluidos gastrintestinas.

Palavras-chave: Café, acidos cafeoilquinicos, biodisponibilidade, compostos fendlicos , composicdo de fluidos digestivos,
acidos clorogénicos.

DIGESTIVE FLUIDS AS BIOAVAILABILITY AND EXCRETION MARKERS OF CHLOROGENIC ACIDS IN
HUMANS

Abstract:

Coffee is one of the main sources of chlorogenic acids in nature. Chlorogenic acids are phenolic compounds that
have been receiving a special attention in the last years due to their biopharmacological properties observed in vitro and in
vivo, such as hypoglicemiant and antioxidant. However, little is known about their absorption and metabolism in the human
body. In this study, we investigated human digestive fluids as bioavailability and excretion markers of chlorogenic acids.
The three main caffeoylquinic acid isomers, responsible for about 80% of roasted coffee composition, were identified in the
digestive fluids of more than a hundred subjects after 12 hour night fasting.. Our results show that the caffeoylquinic acids
found in coffee are absorbed in humans and circulate in the blood stream, being partially excreted, in their unbound form,
via saliva and gastrointestinal fluids.
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Introducao

Ha anos, o café tem sido um alvo de interesse cientifico devido a presenca de importantes compostos bioativos,
incluindo os acidos clorogénicos (CGA), que sdo ésteres de acidos trans-cinamicos (tais como os acidos cafeico, - CA,
ferulico - FA e p-cumarico - CoA) com o 4cido (-)-quinico (Figura 1) (Farah & Donangelo, 2006). De fato, o café ¢
considerado uma das principais fontes de CGA e, por isso, uma das principais fontes de antioxidantes em varios paises
(Svilas et al, 2004; Vinson, 2005), incluindo o Brasil. O acido 5-cafeoilquinico (5-CQA) ¢ o principal CGA do cafg,
estando também presente, em pequenas concentragdes em uma grande variedade de alimentos de origem vegetal (Farah &
Donangelo, 20006).

Apesar dos resultados de pesquisa promissores sobre a capacidade antioxidante e outras propriedades biologicas
dos CGA, dados sobre sua absor¢do e metabolismo sdo ainda bastante limitados. Entre os varios isomeros de CGA
presentes no café, somente concentragdes trago tém sido identificadas em plasma e urina de ratos em varios estudos
realizados ao longo dos ultimos anos. Recentemente, Monteiro et al (2007) identificaram seis isdomeros de CGA em plasma
de humanos, mostrando que eles sdo realmente biodisponiveis em humanos. Mesmo assim, somente o 5-CQA fora
identificado na urina desses individuos. No entanto, segundo Choudhury et al, 1999, a urina nio parece ser uma via de
excrecao preferencial de CGA, pelo menos em ratos.

Considerando que os metabolitos de CGA, bem como outros compostos fendlicos, foram anteriormente
identificados na bile de humanos (Das & Sothy, 1971), neste estudo, investigamos fluidos gastrintestinais (GIF) e saliva
como possiveis marcadores de biodisponibilidade e excre¢do. Como uma fracdo significativa da populagdo mundial €
portadora da bactéria Helicobacter pylori (HP) em seu estdbmago, comparamos fluidos contendo ¢ ndo contendo esta
bactéria.
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Figura 1. Acidos clorogénicos e precursores (A) Precursores imediatos dos acidos clorogénicos (B) monoésteres de acido
quinico com acidos hidroxicinamicos (exemplos de isdmeros de posi¢do 5); (C) di-ésteres de acido quinico com acido
cafeico. CA = Acido cafeico; FA = Acido fertlico; p-CoA = Acido p-cumaroilquinico.

Material e Métodos

Amostras de GIF (n=87) foram obtidas de adultos e idosos do sexo masculino e feminino (consumidores regulares
e ndo regulares de café), apds jejum noturno de 12 h, por ocasido de exame de endoscopia digestiva alta. Amostras de GIF
foram divididas entre HP (-) e HP (+). Além disso, elas foram divididas em amostras com pH<6 (maior concentragdo de
fluido gastrico) e pH>6 (maior concentragdo de fluido pancreatico e bile).

Amostras de saliva foram coletadas de adultos saudaveis do sexo masculino e feminino (n = 15) diretamente em
tubos de ensaio de vidro ap6s 12h de jejum noturno. As amostras foram clarificadas e analisadas para a identifica¢do de
compostos fendlicos em HPLC e LC-MS de fase reversa, conforme metodologia previamente descrita para café (Farah et
al, 2005 e Farah et al, 2006). Analises estatisticas foram realizadas pelo STATISTICA®, (versdo 7.0,USA) usando Teste de
LSD e Teste T ndo pareado. Diferengas cujo p<0,05 foram consideradas significativas.

Resultados e Discussao

Os resultados cromatograficos mostraram que os trés isomeros principais de CGA do café (5-CQA, 4-CQA e 3-
CQA), além de outros acidos hidroxicinamicos, estavam presentes tanto nas amostras de GIF quanto nas de saliva. Cerca
de 97% das amostras de GIF continham 5-CQA, 66% continham 3-CQA, 55% 4-CQA ¢ 55% CA. Somente 5% ¢ 3% das
amostras de GIF continham FA e p-CoA, respectivamente. Da mesma forma, 93% das amostras de saliva continham 5-
CQA; 87% continham 3-CQA; 53% 4-CQA; 7% FA e 27% p-CoA. CA nio foi identificado nas amostras de saliva.

Uma grande variagdo interindividual nas concentragdes de CGA e de acidos hidroxicinamicos ndo esterificados foi
observada nos fluidos digestivos, provavelmente devido a variabilidade interindividual na ingestdo de CGA, além de
possiveis diferengas no metabolismo dos individuos. Apesar dessa variabilidade, a maior parte dos voluntarios apresentou
até¢ 2.0 nmol/mL de CGA totais e de hidroxicinamatos nos GIF e até 0.5 nmol/mL de CGA totais e hidroxicinamatos na
saliva (Figura 2). As concentra¢des médias de acidos clorogénicos totais em GIF e saliva foram, respectivamente, 2.21 +
0.50 nmol/mL e 0.49 + 0.24 nmol/mL, sendo o 5-CQA responsavel por cerca de 50% dos CGA tanto em GIF quanto na
saliva. A concentragdo média de hidroxicinamatos (incluindo CA, FA e p-CoA) foi de 2.22 + 0.62 nmol/mL e 0.72 + 0.39
nmol/mL, respectivamente.
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Figura 2a — Freqiiéncia relativa de acidos clorogénicos totais (CGA), hidroxicinamatos totais e 5-CQA nos fluidos
gastrintestinais de 87 voluntarios.
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Figura 2b — Freqiiéncia relativa de acidos clorogénicos totais (CGA), hidroxicinamatos totais ¢ 5-CQA na saliva de 15
voluntérios.

Nenhuma diferenga significativa foi observada entre individuos de diferente sexo e idade, portadores e ndo
portadores de HP, ou entre fluido gastrico e entérico. Por outro lado, uma diferenga significativa foi observada entre a
composicdo fendlica das amostras de saliva e GIF. Enquanto CQA e CA foram preferencialmente excretados em GIF, a
saliva continha concentragdes mais elevadas de FA e de p-CoA, o que estd refletido nas concentragdes médias de
hidroxicinamatos totais em GIF e saliva. Na saliva, ndo houve diferenca significativa entre os teores de fenolicos dos
invididuos que haviam consumido café no dia anterior e os que ndo haviam. No entanto, nos fluidos gastrintestinais, os
individuos ndo consumidores de café apresentaram concentragdes mais baixas de CGA. Como ndo foi possivel avaliar a
questdo do consumo de café em todos os fluidos gastrintestinais, esses dados serdo investigada mais a fundo



posteriormente. Além, disso, a ndo diferenga observada nas amostras de saliva pode se dever a grande variagdo nas
concentragdes de fendlicos nessas amostras. Um maior nimero de amostras sera avaliado na tentativa de responder tal
questdo. A Figura 3 apresenta a distribuicdo média de acidos chlorogénicos e outros hidroxicinamatos nos GIF e na saliva
de todos os voluntarios - adultos e idosos, portadores e ndo portadores de Helicobacter pylori.
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Figura 3- Distribui¢do média de acidos clorogénicos e acidos hidroxicindmicos néo esterificados em fluidos
gastrintestinais e em saliva de adultos e idosos (portadores e ndo portadores de Helicobacter pylori).

A presenga de hidroxicinamatos livres (ndo esterificados) em plasma e urina de ratos ¢ de humanos foi
previamente relatada (Bourne & Rice-Evans, 1998; Olthof et al, 2003; Nardini et al 2002; Cremin et al 2001).
Considerando que nos testes analiticos a recuperagdo do 5-CQA foi muito alta, sem isomerizagdo ou hidrolise deste
composto, a identificacdo de 3-CQA, 4-CQA e 5-CQA nos fluidos digestivos avaliados confirma que ndo somente o 5-
CQA, mas outros isdmeros de CQA circulam na corrente sanguinea, sendo excretados via fluidos digestivos.

Ja que a maior parte dos acidos hidroxicindmicos previamente identificados no plasma foram conjugados com
proteinas, acido glicurénico ou sulfato, formas conjugadas de CGA nos fluidos digestivos serdo investigadas.

Concluséo

Nossos resultados mostram que os acidos cafeoilquinicos sdo absorvidos em humanos e circulam na corrente
sanguinea, sendo parcialmente excretados, juntamente com outros hidroxicinamatos, via saliva e fluidos gastrintestinas.
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