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Resumo:

Apesar das propriedades farmacologicas dos acidos clorogénicos relatadas na literatura, pouco se sabe sobre sua
biodisponibilidade em humanos. O objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de distribuicdo dos principais isdmeros de
acidos clorogénicos e seus metabolitos em plasma e urina de humanos, apds a ingestdo de café. Trés isdmeros dos acidos
cafeoilquinicos e trés isomeros dos acidos dicafeoilquinicos foram identificados no plasma de todos os individuos do
estudo apds a ingestdo de café, enquanto os acidos feruloilquinicos foram identificados em apenas um individuo. Os
principais metabolitos dos acidos clorogénicos identificados na urina foram os acidos: isoferulico, galico, dihidrocafeico, p-
hidroxibenzoico, vanilico, p-cumadrico, sinapico, caféico e fertilico. Uma grande variacdo inter-individual do perfil
farmacocinético foi observada no plasma e na urina dos individuos. Nossos resultados demonstram que os principais
isdmeros dos acidos clorogénicos do café sdo biodisponiveis em humanos.
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PHARMACOKINETIC PROFILE OF MAJOR CHLOROGENIC ACIDS AND METABOLITES IN HUMAN
PLASMA AND URINE AFTER COFFEE CONSUMPTION.

Abstract:

Despite the potential pharmacological properties of chlorogenic acids reported in the literature, little is known
about their bioavailability in humans. The goal of the present study was to evaluate the pharmacokinetic profile of the
major chlorogenic acid isomers and their metabolites in human plasma and urine, after oral coffee administration. Three
caffeoylquinic acid isomers and three dicaffeoylquinic acid isomers were identified in the plasma of all six volunteers after
coffee consumption, while two feruloylquinic acids were identified in only one volunteer. There was a large interindividual
variability in the pharmacokinetic profile of all compounds identified in plasma and urine. The main chlorogenic acids
metabolites identified in urine were: isoferulic, gallic, dihydrocaffeic, p-hydroxybenzoic, vanillic, p-coumaric, sinapic,
caffeic and ferulic acids. Our results show that the major chlorogenic acid isomers from coffee are bioavailable in humans.
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Introducédo

Os acidos clorogénicos (CGA) sdo um conjunto de compostos fenolicos formados pela esterificagdo de certos
acidos cindmicos, como os acidos caféico (CA), fertlico (FA) e p-cumadrico (p-CoA) com o acido quinico. Os principais
subgrupos de CGA no café sdo os acidos cafeoilquinicos (CQA), feruloilquinicos (FQA) e dicafeoilquinicos (diCQA), com
pelo menos trés isdmeros por grupo. Esses compostos tém recebido especial atengdo nos ultimos anos devido as
propriedades farmacologicas observadas in vitro e in vivo, como as propriedades hipoglicemiante e antioxidante (Moreira et
al., 2005; Shearer et al., 2003). No entanto, pouco se sabe a respeito da biodisponibilidade em humanos do principal
isomero dos CGA, o acido 5-cafeoilquinico (5-CQA), e menos ainda sobre outros isdomeros deste grupo, devido a
inexisténcia de padroes comerciais. O acido caféico, primeiro metabdlito do CQA e diCQA, ja foi identificado em plasma e
urina de ratos e humanos, especialmente sob formas conjugadas (Azuma et al., 2000; Cremin et al., 2001; Rechner et al.,
2001; Nardini et al., 2002; Olthof et al., 2003; Wittemer et al., 2005). A presenca de formas livres e conjugadas de 5-CQA
em plasma de ratos ja foi reportada apds administragdo intraperitoneal de 5-CQA (Azuma et al., 2000). Lafay et al., 2006
identificaram a presenga de 5-CQA ¢ CA em plasma de ratos 1,5h apds o consumo de uma dieta suplementada com 5-
CQA. Recentemente, Farah et al., 2004 identificaram 3-CQA, 4-CQA, 5-CQA e outros cinamatos em fluidos digestivos
apos 12 horas de jejum noturno, indicando sua circulagdo no organismo. Até o presente momento, nenhum isomero de
CQA, FQA ou diCQA foi identificado em plasma humano.

Material e Métodos
Uma infusdo de café preparada com café Robusta descafeinado submetido a torra média clara contendo 3,6 mmoL

de CGA foi oferecida a seis individuos adultos. Amostras de sangue foram coletadas apods jejum noturno de 10 horas
(basal) € 0,5; 1; 1,5; 2; 3 e 4 horas apds a ingestdo do café. As amostras de plasma foram desproteinizadas, tratadas com f3-



glicuronidase, extraidas com solu¢do metanolica, clarificadas e analisadas por HPLC e LC-MS de fase reversa. Amostras
de urina foram coletadas antes e nos intervalos de 0-2 horas e de 2-4 horas apds a ingestdo do café, clarificadas e analisadas
por HPLC e LC-MS de fase reversa. A identifica¢do dos picos foi feita por LC-MS e padrdes (Trugo e Macrae, 1984; Farah
et al., 2006). As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa Statistica® (versdo 7, USA), utilizando teste
t ndo pareado para amostras independentes. As razdes molares dos isomeros, calculadas no plasma através da area abaixo
da curva (AUC) dos isomeros de CGA e na bebida pelo contetido de isomeros de CGA, foram comparadas. Diferengas cujo
p=<0,05 foram consideradas significativas.

Resultados e Discusséo
Caracterizag¢do da bebida oferecida aos individuos

Oito isdmeros de CGA (3-CQA, 4-CQA, 5-CQA, 4-FQA, 5-FQA, 3,4-diCQA, 3,5-diCQA e 4,5-diCQA) foram
identificados e quantificados na bebida de café, sendo os CQA majoritarios (86%) (Tabela 1).

Tabela 1 — Teor dos principais isdmeros de CGA identificados na bebida de café oferecida aos individuos do estudo*.

Composto Teor (umoL/200ml bebida)
3-CQA 903

4-CQA 1055

5-CQA 1117

4+5-FQA 239

3,4-diCQA 82

3,5-diCQA 75

4,5-diCQA 91

Total CGA 3562

* Analises realizadas em triplicatas, com coeficiente de variagdo < 4%.

Amostras de plasma

Nenhum CGA ou CA foi detectado no plasma antes da ingestdo do café. Apds a ingestdo do café, dentre os 8
isomeros de CGA identificados na bebida, 6 CGA majoritarios (3-CQA, 4-CQA, 5-CQA, 3,4-diCQA, 3,5-diCQA ¢ 4,5-
diCQA) foram identificados nas amostras de plasma de todos os individuos. Em apenas um dos individuos foi possivel
identificar também o 4-FQA e o 5-FQA (Figura 1).

Uma grande variabilidade inter-individual foi observada na cinética de absorcdo de todos os isdbmeros de CGA
identificados no plasma (Figura 2). Diferengas individuais na absor¢do e metabolismo do 5-CQA, CA e outros compostos
fendlicos ja haviam sido previamente relatadas na literatura (Farah et al., 2004; Rechner et al., 2004). A concentracdo
plasmatica maxima (C,,,x) média de CGA foi observada 2,25 h apds a administragdo oral do café (Tabela 2). O acido
caféico — precursor e metaboélito imediato do CQA e diCQA — também foi detectado e quantificado no plasma de todos os
individuos ap6s a administrag¢do oral do café, com C,,,x média 1,4 h apés a ingestdo do café (Tabela 2).

A presenca de formas livres e conjugadas de 5-CQA em plasma de rato apos a administrag@o intraperitoneal de 5-
CQA ja foi reportada na literatura (Azuma et al., 2000). Formas conjugadas do CA ja foram identificadas em plasma de
ratos ¢ humanos (Cremin et al., 2001; Nardini et al., 2002; Rechner et al., 2001; Olthof et al., 2003; Wittemer et al., 2005;
Azuma et al., 2000). Os isdmeros 3-CQA, 4-CQA e 5-CQA foram recentemente identificados em fluidos digestivos
humanos (Farah et al., 2004). A presenca de 5-CQA e outros isomeros de CGA do café em plasma de humanos ainda nao
foi descrita na literatura.
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Figura 1 — Cromatograma tipico de plasma obtido 1 hora apds a ingestdo de café.
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Figura 2 — Perfil farmacocinético do total de CGA (——), CQA (—*—) e¢ diCQA (—T—) ¢ CA (—®—) em amostras de plasma apds a ingestdo de café.



Tabela 2 — Tppax, Cinax € AUC dos isomeros de CGA e CA identificados no plasma apds a ingestdo de café*.

Composto Tmax (1) Cmax (nmoL/mL) AUC (nmoL/mL..h)
3-CQA 1,75 + 0,99 1,00 + 0,75 1,65 + 0,96
4-CQA 2,08+ 1,20 1,04 £ 0,68 1,85+ 1,24
5-CQA 2,33+1,17 3,14 £ 1,64 8,10 + 5,05
3,4-diCQA 2,25+1,25 0,92 £0,32 1,75+ 0,58
3,5-diCQA 2,33£1,17 1,17 +0,95 1,85+0,83
4,5-diCQA 2,33 +£1,17 1,11 £0,36 2,04 + 0,67
Total CQA 1,75+ 0,99 5,00 +2,53 11,48 £7,12
Total diCQA 2,33+£1,17 3,63 +1,28 5,63 +1,83
Total CGA 2,25+1,25 8,00 £ 2,50 17,11 +£8,41
CA 1,42 £0,38 1,56 +1,52 2,81+1,75

Cuax — Concentragdo plasmatica maxima; Ty, — Tempo correspondente ao Cp.x; AUC — Area abaixo da curva.
* Média dos 6 individuos.

A média da razdo molar CQA:diCQA foi cerca de seis vezes maior na bebida de café do que no plasma, sugerindo
diferentes mecanismos de absor¢do e/ou metabolizagdo desses compostos, onde os diCQA teriam sua absor¢ao favorecida
em relagdo aos CQA ou que a captagdo tecidual dos CQA apos absor¢do pode ser favorecida em relagdo aos diCQA.

Da mesma forma, as razdes molares 5-CQA:3-CQA ¢ 5-CQA:4-CQA foram cerca de quatro vezes maior no
plasma do que na bebida, sugerindo uma maior absor¢do do 5-CQA comprada a dos isdmeros 3-CQA e 4-CQA ou entdo
que os isomeros 3-CQA e 4-CQA sejam rapidamente metabolizados e/ou captados pelo figado e/ou outros orgaos
comparado ao 5-CQA.

Amostras de urina

O tnico isdmero de CGA identificado na urina apds a ingestdo do café foi o 5-CQA, o CGA majoritario no café.
Os metabodlitos dos CGA identificados na urina apos a ingestao do café foram os acidos: isoferulico, gélico, dihidrocafeico,
p-hidroxibenzobico, vanilico, p-cumadrico, sinapico, caféico e ferulico. O acido gélico foi o composto fendlico com maior
incremento apos a ingestdo do café na urina de todos os individuos, seguido pelo dihidrocafeico. Em média, o 4cido galico
e o dihidrocafeico somados, representaram cerca de 56% do total de fendlicos identificados na urina apds a ingestdo de
café. Todos esses compostos fendlicos identificados na urina apds a ingestdo do café ja haviam sido previamente
identificados como metabdlitos urinarios do 5-CQA, outros cinamatos ou café em humanos (Rechner et al., 2001; Olthof et
al., 2003; Hodgson et al., 2004; Ito et al., 2005).

Conclusbes
As respostas plasmaticas e urinarias observadas apos a ingestdo da bebida de café indicam que os &cidos

clorogénicos do café sdo absorvidos e metabolizados no organismo humano, havendo uma grande diferenga entre os perfis
farmacocinéticos plasmaticos e urindrios dos individuos estudados.
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