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OBJECTIVO

Objectivo

O estudo dos efeitos bioldgicos de compostos fenodlicos € um tema de
investigagdo actual. A compreensdo dos mecanismos pelos quais 0s compostos
fendlicos exercem a sua ac¢do no organismo, pode permitir a valorizagdo de produtos
alimentares em que estes sdo abundantes. Este trabalho tem como objectivo principal
estudar a inibicdo da actividade hidrolitica de tripsina por parte de compostos
fenolicos de grainhas de uva, de vinhos, de sumos e de chas. Esta podera ser benéfica
para a saude ao diminuir o valor caldrico e ao abrandar a digestdo de uma refeigdo
levando a uma sensagdo de saciedade. Por outro lado pode contribuir para a
diminui¢io da actividade de outras enzimas digestivas, cuja activagdo depende da

actividade hidrolitica de tripsina.

Para o efeito pretende-se desenvolver um método colorimétrico para avaliar a
actividade de tripsina baseado na hidrolise da N-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida.
Este método permitira testar a capacidade das procianidinas, purificadas a partir de
grainhas de uva, na inibig¢do da actividade de tripsina. Pretende-se avaliar o efeito da
concentra¢do de procianidinas na actividade da enzima bem como do seu grau de
polimerizagdo. Serfio ainda efectuados estudos com outras familias de compostos
fendlicos, acidos fendlicos e taninos hidrolisaveis, para avaliar o efeito inibitorio dos

mesmos.

Em seguida procurar-se-a verificar se este efeito inibitdrio ¢ mantido em

matrizes alimentares complexas com diferentes composi¢gdes em compostos fenolicos

como vinhos de mesa, vinho do Porto, sumos naturais € a base de concentrado.




RESUMO

Resumo

A actividade bioldgica dos compostos fendlicos no ser humano manifesta-se
sobretudo por trés mecanismos distintos; a quelatagdo de metais, a actividade
antioxidante e a inibi¢do enzimatica. Do ponto de vista nutricional, a inibigdo da
protease digestiva tripsina por parte dos compostos fendlicos, podera ser benéfica por
diminuir o valor caldrico e abrandar a digestio de uma refei¢do levando a uma
sensa¢do de saciedade que permitird o controlo de dislipidemias e outras doencas de
origem alimentar. No entanto nfio podemos excluir a perda do valor biologico dos
alimentos por diminui¢do da absor¢do de aminoacidos importantes para o
metabolismo.

Na primeira fase deste trabalho desenvolveu-se um método colorimetrico para
estudar o efeito de inibidores polifendlicos na actividade de tripsina com base na
hidrolise de N-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA). Este método,
contrariamente ao habitual, tem como base a cinética da reacgdo de hidrdlise € ndo a
absorvancia final.

Na segunda fase verificou-se a inibigdo de tripsina por parte de procianidinas
oligoméricas de diferentes pesos moleculares (extraidas de grainha da uva) bem como
por taninos hidrolisaveis. Concluiu-se que estes ultimos apresentam um poder
inibitério superior, no entanto, devido a sua reduzida presenga em alimentos, ndo
deverdo ser inibidores relevantes na alimentagdo. Verificou-se que a inibigdo de
tripsina aumenta com a concentragdo de procianidinas € com o seu grau de
polimerizag&o médio

Numa terceira fase analisou-se o efeito inibitério de vinhos de mesa brancos e
tintos; vinhos de Porto comerciais e enriquecidos com procianidinas e de sumos de
frutas. Para os vinhos do Porto suplementados verificou-se um aumento da capacidade
inibitoria com o aumento da concentragdo em procianidinas.

Nos vinhos de mesa comerciais verifica-se poder inibitdrio superior com vinhos
tintos. No que diz respeito aos sumos de fruta verificou-se uma relagéo directa entre o

contetido de fendis totais e a inibi¢do enzimatica.




RESUMO

Em todas as amostras analisadas a inibigdo parece depender ndo so6 da
concentracdo total de compostos fendlicos mas também da sua complexidade
estrutural.

A extrapolagdo de estudos realizados in vifro para actividade ocorrentes in vivo
ndo ¢ directa, sendo no entanto de esperar algum efeito antinutricional de

procianidinas.
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ABSTRACT

Abstract

The biological activity of phenolic compounds in the human being is exerted by
three distinct mechanisms: metal chelation, antioxidant activity and enzymatic
inhibition.

The inhibition of the digestive protease trypsin by phenolic compounds could be
nutritionally beneficial by diminishing the caloric value and slowing the digestion of a
meal leading to a sensation of fullness that may permit the control of lipid diseases
and other illnesses of alimentary origin. However we cannot exclude the loss of
biological value of foods through the reduction of the absorption of metabolically
important amino acids.

In the first phase of the work a colorimetric method was developed to study the
inhibitory effect of polyphenolic compounds on the activity of trypsin using the
hydrolysis of N-Benzoil-DL-arginine-p-nitroanilide. This method uses the kinetics of
the reaction instead of the final absorbance, used in the most common methods to test
enzyme inhibition.

In the second phase the inhibition of trypsin by oligomeric procyanidins with
different molecular weights (extracted from grape seeds) as well as by hydrolysable
tannins was evaluated. The hydrolysable tannins presented a clearly larger inhibitory
power; however, due to their reduced presence in foods, they should not account for a
significant inhibition in human diet. It was also verified that trypsin inhibition
increases both with the concentration of procyanidins as well as with the average
degree of polymerization.

During the third phase the inhibitory effect of white and red table wines of
commercial and procyanidin enriched Port wines and of fruit juices, was analysed.
For the supplemented Port wines an increase of the inhibitory power with the increase
of procyanidin concentration was verified. In the commercial table wines we verified
that the red wine was a much better inhibitor than the white. Concerning the fruit
juices we showed that the total phenolic compounds and the inhibition of trypsin
activity are directly related.

In all the analyzed samples the inhibition seems to depend not only on the total
phenolic compounds concentration but also on their structural complexity.

Extrapolation from in vitro studies to in vivo activities may not be done directly,

even though we may expect some antinutritional effect by procyanidins.




RESUME

Résumée

L'activité biologique des composés phénoliques dans 1'étre humain est exercée
par trois différents mécanismes : chélation en métal, activité antioxydante et inhibition
enzymatique.

L’inhibition de la protéase trypsine digestive par les composés phénoliques
pourrait étre nutritionnellement favorable en diminuant la valeur calorique et en
ralentissant la digestion d'un repas menant & une sensation de plénitude qui peut
permettre le contrdle des maladies lipidiques et d'autres maladies d'origine

} alimentaire. Cependant, nous ne pouvons pas exclure la perte de valeur biologique des
\ aliments par la réduction de l'absorption des acides aminés métaboliquement
importants.

Dans la premiére partie de ce travail une méthode colorimétrique a été
développée pour étudier l'effet inhibiteur des composés polyphénoliques sur l'activité
de la trypsine en utilisant I'hydrolyse de la N-Benzoil-DL-arginine-P-nitroanilide.
Cette méthode emploie la cinétique de la réaction au lieu de l'absorbance finale,
utilisée dans les méthodes les plus communes a l'inhibition d'enzymes d'essai.

Dans une deuxiéme partie, l'inhibition de la trypsine par les procyanidines
oligomériques avec des différents poids moléculaires (extraits de pépins de raisin)
aussi bien que par les tannins hydrolysables a été évaluée. Les tannins hydrolysables
ont présenté une puissance d’inhibition clairement plus supérieure ; cependant, en
raison de leur présence réduite dans les aliments, ils ne devraient pas expliquer une
inhibition significative dans le régime humain. On a également vérifi€¢ que l'inhibition
de la trypsine augmente avec la concentration des procyanidines aussi bien qu'avec
leur degré moyen de polymeérisation.

Dans la troisiéme partie, l'effet inhibiteur des vins de table blancs et rouges
commerciaux et des vins de Porto enrichis avec des procyanidines, ainsi que des jus
de fruit, a été analysé. Pour les vins de Porto enrichis, une augmentation de la
puissance d’inhibition a été observée avec l'augmentation de la concentration en
procyanidines. Dans les vins de table commerciaux nous avons vérifi€ que le vin
rouge était un inhibiteur bien meilleur que le vin blanc. En ce qui concerne les jus de
fruit nous avons prouvé que la teneur en composés phénoliques et l'activité

d’inhibition de la trypsine sont directement reliés.
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RESUME

Dans tous les échantillons analysés, l'inhibition de la trypsine semble dépendre
non seulement de la concentration en composés phénoliques mais également de leur

complexité structurale.
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A alimentagio humana tem merecido nas tltimas décadas um olhar atento por
parte da comunidade cientifica. O ser humano, gragas a alteragdes drasticas nos
habitos de vida, tem vindo a aumentar o seu consumo de alimentos com baixo valor
nutricional (Flegal ef al. 1998). Os alimentos em questdo apresentam valores caloricos
elevados e, gragas ao seu consumo, permitem exceder as doses diarias recomendadas

de alguns nutrientes como hidratos de carbono e lipidos.

Este facto conjugado com a reduzida actividade fisica a que o Homem esta
actualmente sujeito nos paises desenvolvidos, contribuiu para o aparecimento, ou para
um aumento da incidéncia, de algumas doengas como cancro, diabetes tipo II,
doengas cardiovasculares, hipercolesteremia ndo hereditaria e obesidade (Pi-Sunyer

1993).

A busca de novas solugbes farmacologicas eficazes na cura, tratamento e
prevengdo destas “doengas modernas” ¢ uma drea interessante e em constante
evolugio. A abordagem habitualmente seguida pela Quimica para esta busca €
limitada ja que se baseia na modificagdo de compostos ja conhecidos de forma a
aumentar o seu potencial farmacoldgico. Esta abordagem ¢ dispendiosa e geralmente
implica um aumento dos efeitos adversos de um dado medicamento ou principio

activo.

Uma parte do trabalho da comunidade cientifica na busca de compostos
curativos/preventivos de doengas ja foi feito pelas “medicinas tradicionais”. Estas ja
efectuaram por métodos empiricos e ao longo dos séculos rastreios de compostos com
propriedades farmacologicas que, conjugados com alguma investiga¢do cientifica,

podem permitir identificar novas moléculas com valor terapéutico.

Independentemente das localizagdes geograficas é comum encontrar-se
enraizado o uso de extractos vegetais como forma de tratamento de algumas doengas.
Assim na China utiliza-se a raiz de Paeoni lactiflora para tratar problemas géstricos.
No Japdo usam-se partes de Geranium thunbergi. Na Europa ainda €é comum
actualmente o uso de plantas da familia Rosaceae bem como de chas de folhas de
Rubus idaeus. Estas plantas e os seus extractos apresentam em comum elevadas

concentra¢Bes de compostos fenolicos (Haslam ef al. 1988).
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A actividade bioldgica de compostos fenolicos tem vindo a ser extensamente
estudada e pode ser sumariada em trés mecanismos principais; a quelatacdo de metais,
a actividade antioxidante e a inibi¢do enzimatica (Haslam 1996). Foram ja realizados
varios estudos epidemiologicos para avaliar a capacidade destes compostos para

prevenir ou tratar doengas modernas como hipertensdo, hipercolesterolemia (Wan et

al. 2001; Tapiero et al. 2002) e cancro (Gee et al. 2001).

Actualmente o trabalho realizado com compostos fendlicos centra-se sobre as
areas da biodisponibilidade (Manach et al. 2004), bioeficacia (Manach er al. 2005) e
estabilidade (Cai et al. 2006; Kahle ef al. 2006) em varias matrizes. Este trabalho tem
como objectivo ltimo caracterizar os efeitos que compostos fenoélicos ingeridos, nos

alimentos ou sob a forma de farmacos, podem exercer sobre alvos terapéuticos.

Como foi referido anteriormente existem trés mecanismos principais de
actua¢do bioldgica de compostos fenodlicos. Destes, a inibigdo enzimatica num
contexto alimentar ndo foi ainda explorada muito amplamente. Sera feito adiante um
resumo dos estudos efectuados sobre este tema (Sec¢éo 4). De forma a perceber como
os compostos polifenolicos interagem com as enzimas torna-se necessario conhecer a
estrutura
(Sec¢do 1) e distribuicdo na natureza (Secgdo 2) dos compostos fenolicos mais
relevantes, assim como as caracteristicas da sua interac¢do com proteinas (Secgdo 3

da Introducdo).
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1. Classificacio de compostos polifendélicos.

1.1. Compostos Nao-flavondides.

Os nido-flavondides sdo um grupo vasto de compostos como acidos benzoicos,

acidos cindmicos, estilbenos e isoflavonas. Os acidos benzoicos ¢ cinamicos (Fig. 1),

frequentemente denominados acidos fendlicos, encontram-se em frutos na forma livre

em baixas concentragdes quando comparados com as suas formas conjugadas

(Clifford 1997). Estes acidos aparecem numa variedade de produtos vegetais desde

peliculas de uvas a cereais sobretudo sobre a forma de ésteres com 4cido tartarico ou

ligados a agticares (Michael 1999).

R, R, Acidos benzdicos
H H Acido p-hidroxibenzéico
OH H Acido protocatéquico
OH OH Acido galhico
OCH, H Acido vanilico
OCH; OCH, Acido siringico
R; R, Acidos cinamicos
H H p-cumarico
OH H cafeico
OCH; H ferrdlico
OCH;, OCHg sinapico

R1
HO COOH
R2
R1
HO C=C—COOH
H H
R2

Figura 1. Estrutura geral dos acidos benzoicos e cindmicos.
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Os estilbenos sdo 1,2 —diariletenos (Fig. 2). O anel A geralmente possui dois
grupos hidroxilo na posi¢do meta, enquanto o anel B esta substituido por grupos
hidroxilo ¢ metoxilo nas posi¢des orfo, meta ¢/ ou para. O membro mais abundante

desta familia ¢ o resveratrol abundante em uvas e em amendoins (Cassidy et al. 2000).

HO
@m
(-

R2 R3
HO

R2 R3 R4 Estilbeno

H H H Pinosilvina

H H OH Resveratrol
OH H OH Hidroxiresveratrol

H OH OH Piceatanol

H OH OCH;, Rapontigenina

Figura 2. Estrutura geral dos estilbenos.

As isoflavonas sdo um grupo importante de compostos polifendlicos presentes
sobretudo nas leguminosas e favaceas como a soja. A sua base estrutural é o
1,2—diarilpropano (Fig. 3). A sua propriedade bioldgica mais relevante € a semelhanca
com a hormona de mamiferos estrogénio tendo, por isso relevancia farmacologica

(Cassidy et al. 2000).

R1 R2 Isoflavona HO o
H H Daidzeina
OH H Genisteina |
H OCH;4 Giliciteina R2
Rt O

Figura 3. Estrutura das isoflavonas mais abundantes em alimentos.
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1.2. Compostos flavondides.

O grupo de compostos fendlicos mais relevante nos alimentos € o dos
flavondides. A este grupo pertence um numero alargado de familias de compostos
como os flavanois, os flavonois, as flavanonas, as flavonas e as antocianinas, que

diferem no seu padréo de oxidagdo.

Os flavondides sdo caracterizados pela estrutura C6-C3-C6 com dois anéis

fenolicos (A e B) e um anel heterociclico piranico (C) que os une (Fig. 4).

3l
2 4
1 l
8 o.. ! 5
7 5
C
6 3
5 4

Figura 4. Estrutura do nucleo flavanico.

1.2.1. Antocianinas e antocianidinas.

As antocianinas sdo um grupo de compostos que apresentam um papel
importante na cor dos frutos e cuja estrutura deriva de glucosidos do catido flavilio
com diferentes graus de hidroxilagdo e metoxilagdo. Na sua forma ndo glicosilada

denominam-se antocianidinas (agliconas).

A diversidade estrutural das antocianidinas (agliconas) depende do niimero e

posigdo dos grupos hidroxilo e metdxilo ligados aos anéis aromaticos (A e B). Estas

substitui¢des interferem na cor apresentada por cada uma das antocianidinas ¢

condicionam a sua aplicagdo como corantes na industria alimentar (Brouillard 1983).
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As antocianinas (Fig. 5) podem ainda diferir na natureza, nimero e posi¢do dos
agucares (pentoses, metilpentoses e hexoses) ligados a molécula e na presenca e
natureza de acidos esterificados na molécula de agucar. Na maioria dos casos os

acucares ligam-se na posi¢do O-3 podendo também ocorrer ligagdo em O-5 e O-7.

R1 R2 Antocianina ‘
H H Pelargonidina-3-glucésido |
OH H Cianidina-3-glucésido |
OH OH Delfinidina-3-glucésido |
OCH; H Peonidina-3-glucosido
OCH; OH Petunidina-3-giucosido
OCH; OCH, Malvidina-3-glucésido

Figura 5. Estrutura de antocianidinas 3-glucésido.

Os agucares podem ser mono, di e trissacaridos. Estes agucares podem, como
foi dito anteriormente, encontrar-se esterificados com dacidos fendlicos e outros.
Gragas a diversidade de padrdes de glucosilagdo e acilagdo existem cerca de 300

antocianinas identificadas na natureza (Gofton et al. 1991).

A composigdo de frutos em antocianinas é muito variada, por exemplo:

— Uvas (Vitis vinifera): delfinidina, cianidina, petunidina, malvidina e cianidina
3-0 glucédsido (Baldi ef al. 1995);
— Morango (Fi )‘agaria): pelargonidina-3-glucosido (Lopes-da-Silva ef al. 2002); !
— Framboesa (Rubus): cianidina-3-sofordsido e cianidina-3-glucésido (Mullen et ‘
al. 2002); ‘
— Mirtilo (Vaccinium): delfinidina, cianidina, petunidina, malvidina e peonidina
glicosiladas com galactose, glucose e arabinose para formar 15 antocianinas

diferentes (K&hkonen et al. 2003).
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1.2.2. Taninos.

Segundo Bate-Smith e Swain taninos sdo compostos hidrossoliiveis com pesos
moleculares entre 500 e alguns milhares de Dalton, que para além das reacgdes
normais das moléculas fendlicas, apresentam a capacidade para reagir com alcaloides,
gelatina e outras proteinas formando precipitados (Bate-Smith er al 1962). Esta
defini¢do exclui um grande niimero de compostos de menores pesos moleculares que
anteriormente eram classificados como taninos. Este grupo de compostos que
precipitam com as proteinas pode ser dividido em taninos hidrolisaveis e taninos

condensados (proantocianidinas).

1.2.2.1 Taninos hidrolisaveis.

Este grupo de compostos tem como base um &cido fenolico, o acido galhico
(taninos galhicos) e o 4cido eldgico (taninos elagicos) (Fig. 6A) ligados a uma
molécula de agucar. Na maior parte dos casos estes encontram-se na natureza sobre a
forma de ésteres multiplos com aglcares, nomeadamente a D-glucose formando
estruturas complexas como € o caso da 1,2,3,4,6-penta-O-galoil-f-D-glucose
(Fig. 6B) (Haslam 1989). Esta molécula é a base da biossintese dos taninos
hidrolisaveis mais complexos como o 4acido tdnico encontrado em partes nido

comestiveis de plantas (Haslam 1998).

Apesar de estarem presentes nas plantas essencialmente nas partes nio
comestiveis como ramos e raizes, estes compostos podem ser introduzidos na dieta
através de operagdes tencologicas. Por exemplo, no caso do vinho podem passar da

madeira para o vinho durante o envelhecimento em barrica.
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O OH
OH
HO /04< OQC/@OH
. OH

HO{/ \>—</ \}OH j@% o

— — 0:.-0 Ov¢ OH
>70/ \OH HO ¢ Cc o (o} 6
3 HO/[:t]\OH OH

A B

Figura 6. Estrutura de: acido elagico (A) e pentagaloil-glucose (B).

1.2.2.2. Taninos condensados. Flavandis.

Os taninos condensados (proantocianidinas). Sdo polimeros constituidos por
duas ou mais unidades de flavan-3-ois (Fig. 7). Os flavan-3-ois existem na natureza
hidroxilados nas posigdes 5 e 7 do anel A e variam na esterioquimica do carbono 3 do

anel C e no grau de hidroxilagdo do anel B.

8
7 0.2
5 C

5 4SOH

Figura 7. Estrutura geral dos flavan-3-ois.

Os compostos mais simples da familia dos flavandis sfo as catequinas e as

galhocatequinas (Fig. 8).

Rt R2 R3

(+)-catequina OH H H
(-)-epicatequina H OH H
(+)-galhocatequina OH H OH
(-)-epigalhocatequina H OH OH

Figura 8. Estrutura dos flavan-3-ois mais abundantes em alimentos.
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As estruturas poliméricas de flavan-3-ois (proantocianidinas) dividem-se em
dois grupos: as procianidinas, derivadas de catequina e epicatequina € as
prodelfinidinas, derivadas de galhocatequina e epigalhocatequina. Os nomes
procianidinas e prodelfinidinas resultam do facto destes compostos por hidrolise acida

originarem respectivamente a cianidina e a delfinidina (Fig. 9) (Bate-Smith 1954).

OH

R OH Cianidina; R=H
OH OH Delfinidina; R = OH
OH H*/ Qcal
Oxigénio +
R OH
OH
OH HO o
: R
Procianidina; R = H
Prodelfinidina; R = OH <z OH
OH Catequina; R=H

Galhocatequina; R = OH

Figura 9. Reac¢do de decomposigdo das proantocianidinas (Bate-Smith 1954).

As proantocianidinas diméricas sdo convencionalmente classificadas de acordo
com o seu tipo de ligagdo interflavanolica. Assim existem dois grupos de
procianidinas diméricas A e B, utiliza-se ainda um subscrito numérico que caracteriza

a hidroxilagdo do anel B(Schilling et al. 1973).
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As procianidinas diméricas de tipo A possuem uma ligacdo do tipo C4-C8
acrescida de uma ligagdo éter entre o grupo hidroxilo do carbono 5 ou 7 do anel A de
uma unidade e o carbono 2 do anel pirdnico da outra unidade (Fig. 10) (Salagoity-

Auguste ef al. 1984).

OH
OH

Figura 10. Procianidinas diméricas de tipo A. Procianidina A2 (C4-Cs € C,-O).

As procianidinas diméricas de tipo B possuem apenas ligagdes interflavanolicas
covalentes entre o carbono 4 de uma unidade flavan3-ol € o carbono 8 ou 6 da outra
unidade. S#o ainda classificadas, numericamente, de acordo com a estereoquimica do

carbono 3 do anel C de cada uma das unidades (Fig. 11).
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Dimeros C4-C8

OH

Dimeros C4-C6

H
OH

OH
OH
OH

R, R, R; R, Dimeros C4-Cs Dimeros C;-Cs
OH H H OH B, Bs
OH H OH H B, Bs

H OH H OH B B,

H OH OH H B, Bg

Figura 11. Procianidinas diméricas de tipo B.

As procianidinas triméricas sdo também divididas de acordo com o tipo de

ligagdo interflavandlica em procianidinas de tipo C (Fig. 12) ¢ D que possuem

respectivamente duas ligagdes interflavandlicas de tipo B ou uma de tipo B e outra de

tipo C.
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Figura 12. Procianidinas triméricas. Trimero C1 epicatequina-(4B->8)-epicatequina-(4p->8)-

epicatequina.

Para além das estruturas monomeéricas, diméricas e triméricas existem formas
mais polimerizadas de proantocianidinas; os oligomeros que apresentam até 6
unidades de monomeros e os polimeros compostos por mais de 6 monémeros. Em
ambos podem existir liga¢des de tipo C4-C8 e C4-C6 que permitem a formagio de um

nimero ilimitado de isdmeros (Fig. 13) (Haslam 1998).

OH
OH

procianidina: R=H
prodelfinidina: R= OH

Figura 13. Estrutura geral de oligomeros e polimeros de proantocianidinas.
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2. Distribuicio de compostos polifenélicos na natureza e em alimentos.

A distribui¢do de compostos polifendlicos na alimentagdo humana tem vindo a
ser estudada de forma a verificar se os efeitos farmacoldgicos detectado in vitro
podem ocorrer em sistemas bioldgicos. Apesar dos compostos fenolicos serem
estruturalmente muito diversos e distribuidos por um nimero alargado de espécies
vegetais, os elementos deste grupo presentes em quantidade significativa na dieta
humana nfo sdo muito variados. As principais fontes de polifenois a dieta humana sdo
alimentos vegetais (cereais, frutas e legumes) e os seus derivados (sumo, vinho,

cerveja e cha).

O processamento alimentar pode alterar bastante a composigdo polifendlica de
um produto final diminuindo ou aumentando o teor total de compostos fenélicos ou
alterando a composi¢do qualitativa. Por exemplo a maga possui um contetudo
relativamente elevado de quercetina (1 mg g peso fresco) totalmente presente na
casca, o fruto descascado ndo possui qualquer outro flavonol (Burda ef al. 1990); por
outro lado a prensagem usada para produzir alguns sumos de maga pode aumentar
bastante o contetido fendlico por extracg¢do de fendis, por exemplo floridzina, das
grainhas (Spanos ef al. 1992). A determinagdo consensual do contetido de polifenois

na dieta humana ainda néo foi conseguida, principalmente, por duas razdes:

e Variabilidade nas técnicas analiticas (Tabela 1): a determinagéo de
compostos fendlicos ¢ geralmente efectuada por cromatografia recorrendo a
padrdes de compostos puros ou por ensaios colorimetricos como o método de
Folin-Ciocalteu. A determinagdo cromatografica ¢ limitada pela
disponibilidade de padrdes, indisponiveis para produtos de oxidagéo e formas
altamente polimerizadas, e pelos limites de deteccdo da técnica que
quantifica cada composto individualmente (Santos-Buelga et al. 2000). Os
métodos colorimétricos sdo afectados pela presenga de outros agente
redutores, como &cido ascorbico e antioxidantes exdgenos que podem
originar erros por excesso. Este composto chega a representar 40 % do teor

total de compostos redutores em alguns legumes. (Souci et al. 1986).

¢ Variabilidade na dieta humana: sabendo que os compostos fendlicos estdo

presentes em frutos e legumes o seu consumo ao longo do ano depende
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muito da disponibilidade de frutos frescos. Assim o consumo polifendlicos
varia ao longo do ano e de acordo com a distribuicdio geografica. As
preferéncias pessoais sdo ainda outro facto que afecta a quantidade e tipo de
polifendis consumidos; por exemplo na Holanda realizou-se um estudo
comparativo em que se verificou que o consumo de quercetina variava entre

3 e 34 mg /dia (Hertog et al. 1993).

Mesmo com estas limitagdes € possivel tragar algumas generalidades sobre o
consumo de polifendis. A sua principal fonte na dieta humana sdo as frutas e bebidas:
sumo, cha, vinho tinto, cerveja ¢ café; exceptuando na Asia onde a maior parte do
consumo se d4 a partir de soja ¢ produtos derivado (molho de soja, tofu, etc) (Kirk et
al. 1999). O consumo diario total é cerca de 1 g / dia quando ¢ realizada uma dieta
equilibrada, incluindo legumes frescos e frutos. Deste valor 1/3 € composto por acido
fenolicos e 2/3 s@io flavonodides; esta estimativa pode variar sobretudo gragas ao
consumo de café que aumenta o teor de acido fenolicos na dieta (Scalbert et al. 2000).
Os flavonoides consumidos em maior extensdo sdo as proantocianidinas (distribuigédo
generalizada) e as antocianinas (principalmente em frutos vermelhos) (Rasmussen et
al. 2005). No ambito do presente trabalho ¢ relevante abordar a distribui¢do quer de

taninos condensados, quer de taninos hidrolisaveis.
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Tabela 1. Teores polifendlicos totais de alimentos comuns determinados por cromatografia e

por colorimetria apds reac¢@o de Folin (Scalbert et al. 2000).

Fendis totais

Cromatografia Reacgéo de Folin

Ciocalteu *
Alimento, quantidade
Vegetais
Batata, 200 g 28 57
Tomate, 100 g 8 37
Alface, 100 g 9 23
Cebola, 20 g 7 18
Maga, 200 g 239 440
Bebidas
fﬂ:lj_mo de laranja, 100 29 75
Vinho tinto, 125 mL 97 225
Café, 200 mL 150 179
Cha preto, 200 mL 138 200
Outros
alimentos
Chocolate preto, 20 g 102 168

a) indice ndo unitério de Folin expresso com base em padrdes de catequina ou acido galhico.

2.1. Distribui¢do de taninos hidrolisaveis nos alimentos.

Os taninos hidrolisaveis estdo presentes em reduzida quantidade em alimentos.
Os acidos galhico e elagico sdo pouco abundantes em legumes e nas partes
comestiveis de plantas de fruto. Geralmente nenhum dos dois existe sob a forma livre
mas formando taninos gélhicos e eldgicos. Em algumas plantas como Punicum
granatum (romd) sdo abundantes nas partes ndo comestiveis do fruto no entanto o
processamento, nomeadamente a prensagem, pode levar ao seu aparecimento em

sumos (Clifford et al. 2000).

Um estudo realizado com as partes comestiveis de diversos frutos permitiu
concluir que apenas em morangos, framboesas e mirtilos existiam taninos elagicos
detectaveis por HPLC-UV. Ainda assim as quantidades detectadas neste e em outros
estudos estdo entre 0,5 e 10 mg / g de fruto fresco (Daniel et al. 1989). O cha é uma
bebida particularmente rica em flavandis que também contém alguns taninos galhicos

e elagicos. Em folhas de chd, cha verde e cha oolong comercial foram ja identificados
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os taninos galhicos (1-O-galoil-B-D-glucose e 1,4,6-tri-O-galoil-B-D-glucose € um
tanino elagico 1-O-galoil-4,6-(S)-hexahidroxidifenil-p-D-glucose) (Nonaka et al.
1984).

A determinagdo da ingestdo diaria média de taninos hidrolisaveis € bastante
dificil sobretudo devido a diferengas nos padrdes alimentares. Ainda assim apresenta-
se em seguida a estimativa para paises do sul da Europa proposta por Clifford e

Scalbert (Clifford et al. 2000):

A ingestdo a partir de vinhos ¢ residual ja que a quantidade de taninos elagicos
em uvas é muito reduzida ¢ a maioria do vinho nfo ¢ envelhecido em madeira de
carvalho nova na qual existe um teor elevado de taninos elagicos. Assim, a ingestio é
sobretudo de frutos vermelhos em particular de morangos. Assumindo um consumo
de 1,7 kg por ano (para a populagio francesa) e um consumo idéntico de produtos
derivado de morango, a quantidade de taninos hidrolisaveis ingerido ¢ apenas de 0,4
mg por dia de 4cido elagico, nfo se sabendo que percentagem deste se encontra sobre
a forma de taninos eldgicos. Este valor ¢ residual quando comparado com o teor diario

de flavonoides, em particular flavanois.
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2.2. Distribuicio de taninos condensados (proantocianidinas) nos alimentos.

Como foi referido a quantidade de proantocianidinas ingeridas corresponde a
mais de metade do total de compostos polifendlicos ingeridos diariamente. Esta
ingestdo deve-se a sua grande abunddncia em vegetais mas sobretudo a sua

distribuigdo alargada quer em legumes quer em frutas (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuigdo e grau de polimerizagio de proantocianidinas em alimentos. (Gu ef al.

2004).
Grau de polimerizagao
1 2 3 4-6 7-10 >10 Total Tipo?

Alimento (mg/100 g peso fresco de alimentos ou mg/L bebidas)

‘ Mirtilo 40 £ 15 72 + 18 54 & 12 198 + 34 145 = 2 1290 + 473 1798 + 508 PC
Groselha 09 £ 02 29 £ 04 30 £ 03 106 + 17 99 + 14 124 + 28 1478 + 33 PC,PD

| Arando 73 + 15 259 + 61 189 + 34 703 + 131 629 : 147 2335 + 491 4188 + 753 APC ‘
Morango 42 + 07 65 + 1,3 65 + 12 281 + 65 239 x 35 758 + 134 1450 + 249 PP,PC |
Maga © 96 + 09 138 + 06 93 £ 04 302 + 12 254 + 12 376 + 26 1258 + 68 PC
Sumo de Maga ® 1t 0 2+ 0 1+ 0 4+ 0 1t 0 + ND 9 o PC
Péra 27 + 15 28 + 13 23 £+ 09 65+ 19 46+ 1 131 + 13 319 + 78 PC
Ameixa 114 + 84 315 £ 74 239 + 51 580 + 125 338 + 119 573 + 244 2159 ¢+ 507 A PC
Péssego 47 £ 14 70 + 22 50 + 14 177 £ 55 109 + 37 20 + 77 6713 =+ 209 PC
Abacate 10+ 08 15 + 08 14 + 04 32 + 08 04 + 07 + ND 74 + 43 APC
Sorgo 278 + 12 782 £ 34 992 & 77 5855 + 50 7343 + 693 24404 + 271 39654 + 4025 PC
Cevada 110 £+ 03 214 + 11 146 + 1 272 =+ 06 + ND + ND 742 3 PC
Aveld 98 + 1,6 125 + 38 136 + 89 677 + 203 746 = 219 3224 : 1025 5007 = 152 PC,PD
Pistachio 109 + 43 133 + 18 105 + 12 422 + 52 379 + 49 1225 + 371 2373 + 52 PC,PD
Amendoa 78 £ 09 95 + 16 88 + 17 400 + 85 377 + 84 803 :+ 281 1840 : 482 PP,PC
Noz 69 + 34 56 £ 09 72 + 12 221 + 33 54 £ 08 200 + 93 673 + 147 PC
Amendoin 510 + 1 41 £ 07 37 = 05 28 & 02 + ND + ND 156 + 23 APC
Manteiga de Amendoim 20 + 09 30 + 07 81 : 35 + ND + ND + ND 132 + 52 APC
Chocolate Preto 314 £ 02 312 £ 09 211 £ 08 555 + 35 385 + 3 682 + 88 2460 ¢+ 03 PC
Chocolate de Leite %9 + 3 262 + 25 193 + 26 514 + 98 353 + 72 328 + 92 1920 + 288 PC
Cerveja 4+ 0 1z 1 3+ 0 4+ 0 + ND + ND 23 2 PC,PD
Vinho Tinto 20+ 1 40 £ 1t 27+ 1 6+ 2 5 x t 110 & 2 313 & 5 PC,PD
Sumo de Uva 18+ 0 3+ 0 19+ 0 8 + 0 60+ 0 303 = 2 524 & 2 PC,PD
Grainha de Uva (seca) 6603 + 83 4173 + 48 2902 + 45 6640 + 82 4003 + 313 11001 + 863 35323 + 1058 PC

a) tipo: PP-propelargonidinas; PC-procianidinas; PD- prodelfinidina; A-polimeros com ligagdo de tipo A

b) Maga Red Delicious com casca; Sumo de maga Red Delicious sem casca
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Esta ingestdo faz supor que os efeitos benéficos do consumo de polifendis se
devem, pelo menos em parte, a presenga de proantocianidinas. As proantocianidinas
encontradas de alimentos apresentam uma gama alargada de graus de polimerizagéo e

pertencem aos grupos das procianidinas e das prodelfinidinas.

Como se observa da tabela 2 (Gu et al. 2004) de um modo geral a concentragdo
de proantocianidinas nos alimentos aumenta com o seu grau de polimeriza¢do. No
entanto, estudos recentes apontam para uma maior absor¢do dos compostos com um
grau de polimerizagio inferior a 3, indicado que serdo estes os que apresentam maior

actividade intraplasmatica. (Deprez et al. 2001).

A metabolizac¢do das formas polimerizadas a formas mais simples, absorviveis,
ainda nfo foi inequivocamente provada. Existem estudos que apontam para a
decomposi¢do de procianidinas de chocolate em ambiente gastrico simulado (Spencer
et al. 2000). Por outro lado, existem estudos que referem a estabilidade in vivo (em
rato) de procianidinas diméricas e oligoméricas ndo estando disponiveis para absor¢do

(Donovan et al. 2002; Gonthier ef al. 2003).

Caso esta a degradacdo em estruturas monoméricas ndo ocorra as
proantocianidinas permanecerdo no estdmago e intestino durante periodos alargados
de tempo. A presenca em grande quantidade e por algum tempo no tubo digestivo
conjugada com a sua capacidade para complexar com proteinas faz destes compostos

potenciais inibidores de enzimas digestivas.

46




INTRODUCAO

3. Interaccio entre Polifenois e Proteinas.

Na origem do nome tanino dado a alguns compostos fendlicos estd a sua
capacidade de, para além das reac¢Oes normais das moléculas fendlicas, interagirem
com proteinas (Haslam ef al. 1988). A interacgdo polifenol-proteina tem vindo a ser
largamente estudada. Os modelos utilizados reflectem as aplicagbes e relevéncia
biologica de polifenois. Para investigadores da area da transformagdo de peles, o
colagénio e a gelatina sdo bons modelos da transformagio de pele animal em couro,
para estudos na area médica é comum serem utilizadas as proteinas ricas em prolina
(Luck ef al. 1994) ou a albumina sérica bovina (Carvalho ef al. 2004). Néo existe um
modelo amplamente aceite para a industria alimentar como tal abordaremos os
resultados obtidos com outros modelos extrapolando para o que ocorre nos

alimentares.

Por analise da diversidade estrutural dos compostos fenolicos e das proteinas
constata-se que existem vdrios tipos de ligagdes que se podem estabelecer entre
ambos € que podem justificar a formagdo de complexos proteina-polifenol. Estas
interac¢des sdo as hidrofobicas, as pontes de hidrogénio, as ligagSes idnicas e as
covalentes. De entre estas as duas primeiras sdo as mais importantes e por essa razao

tém sido as mais estudadas.

Ligagdes hidrofobicas

A ligagdo de taninos a proteinas como a gelatina apresenta caracteristicas
interessantes como a fixagdo de quantidades elevadas de tanino por unidade de massa
de proteina. Esta propriedade parece estar relacionada com quantidade de residuos de
aminodcidos apolares da gelatina que compdem cerca de 50 % do seu contetdo total
de aminoacidos (Singleton ef al. 1965).

Verificou-se que os detergentes e alguns solventes orgdnicos podem diminuir
parcialmente a formagdo de agregados entre taninos e gelatina (Goldstein et al. 1965).
De particular importancia sdo os detergentes ndo-idnicos como o Tween 80 que
apresenta um caracter hidrofobico elevado e que, para além de dissociar facilmente

complexos entre polifenol e proteina, tem ainda a capacidade para estabelecer
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associacdes hidrofobicas com proteinas substituindo as moléculas polifendlicas nos
agregados (Oh 1978).

Também foi verificada a associagdo entre compostos polifenolicos com
polietilenoglicol (PEG). Este composto de caracter totalmente aproteico apresenta a
sua superficie varios grupos metileno que parecem ser responsaveis pela interacgdo

com as moléculas de tanino (Metche ef al. 1980).

Pontes de hidrogénio

As ligagdes por pontes de hidrogénio foram sugeridas como responsaveis pela
reversibilidade da complexagdo polifenol-proteina que se verifica apds a adi¢do de

ureia e cafeina (Mejbaum-Katzenellenbogen ef al. 1959).

Outros estudos sobre a reversibilidade da interacgdo entre polifenol e proteina
utilizando proantocianidinas mostraram a relevancia das ligagdes de hidrogénio
(Loomis 1974; Van Sumere ef al. 1975). Estas liga¢Ses poder-se-do estabelecer entre
os atomos de hidrogénio dos grupos hidroxilo dos anéis fenolicos € os grupos
carbonilo das ligagdes peptidicas e ainda entre os oxigénio dos referidos grupos
hidroxilo e os grupos amina das ligagdes peptidicas. Poderdo ainda estabelecer-se

ligagdes de hidrogénio com as cadeias laterais de alguns aminodcidos polares.

Considerando estes dois tipos de interac¢@io ainda subsiste a divida acerca da
natureza exacta da interac¢do entre compostos polifenolicos e proteinas. No entanto,
para a maioria dos taninos, nomeadamente para os de maior peso molecular, as
interac¢des hidrofobicas parecem ser determinantes. Supde-se que a interacgdo €
efectuada principalmente pelo emparelhamento dos anéis polifendlicos em estruturas
planares de proteinas, esta interac¢fo é reforgada pela sua cooperatividade e pelas

ligagdes de hidrogénio (Charlton er al. 2002).

Foram efectuados estudos usando varias metodologias para avaliar a interac¢do

entre proteinas e polifendis (Hagerman et al. 1981; Haslam et al. 1988; Makkar et al.
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1995; Siebert ef al. 1998; Charlton et al. 2002; Carvalho et al. 2004). Com base nos
resultados destes estudos confirmou-se um modelo anteriormente proposto para a

interacgdo (Haslam et al. 1988), apresentado na figura 14.

A baixas concentra¢des de proteina 14A existira um grande excesso de tanino.
Cada molécula polifendlica podera associar-se em pontos distintos da proteina criando
uma camada exterior com menor hidrofilicidade do que a proteina forgando esta a sair

de solugdo e precipitar.

No caso de se verificarem concentragdes mais elevadas de proteina 14B existe a
possibilidade de os polifendis actuarem como ponte entre moléculas proteicas levando
a forma¢do de micelas (agregados) que poderdo na parte externa ficar cobertas de

moléculas polifendlicas levando a sua precipitagéo.

A%
)
\ TOT

Polifenol Proteina Camada hidrofébica Precipitagao

Figura 14. Mecanismo de formagdo de agregados polifenol-proteina. A baixas
concentragdes de proteina A e a altas concentragdes de proteina B. Adaptado de Haslam

(Haslam et al. 1988).
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Os estudos de interacgdo polifenol-proteina ndo tém sido suficientes para
explicar as razdes para a ocorréncia destas interacgdes mas tém permitido avaliar o

efeito na interac¢do de alguns dos factores estruturais e do meio.

3.1. Efeito da estrutura da proteina.

A dimensdo da proteina é um factor importante da interac¢do entre polifendis e
proteinas. Proteinas e péptidos naturais e de sintese com pesos moleculares inferiores
a 20 000, exceptuando histatinas, t€m pouca afinidade para complexar com
procianidinas (Hagerman et al. 1981; Yan et al. 1995). A presenga de alguns residuos
de aminoacidos como prolina, hidroxiprolina, arginina e histidina induz uma maior
ligacdo entre proteina e polifenol. Para o caso de prolina a presenga de um azoto como
substituinte adjacente ao grupo carbonilo da ligagdo peptidica permite a este formar
ligagdes de hidrogénio mais fortes por aumento do seu cardcter nucleofilico
(Hagerman et al. 1981). Assim se justifica a maior afinidade de proteinas com maior
conteido em prolina (PRPs) para com procianidinas de uva do que proteinas
globulares com reduzido teor em prolina (BSA) (Carvalho et al. 2004). Foi também
verificado que as proteinas de pequena dimens3o histatinas, ricas em histidina,
possuem elevada capacidade para interagir com acido tanico e taninos condensados
(Yan ef al. 1995). Para o caso de histidina um aumento da capacidade para formar
pontes de hidrogénio ndo parece ser o mais relevante; o caricter apolar destes
residuos é apontado como causa para a sua elevada capacidade para complexar com

procianidinas (Burley ef al. 1988).

A rigidez estrutural da proteina esta inversamente relacionada com a sua
capacidade para formar complexos com moléculas de procianidinas. Assim, proteinas
com estrutura terciaria em hélice tripla ou em “random coil” apresentam uma
afinidade superior para polifendis (Hagerman ef al. 1981). A flexibilidade estrutural
permitira a uma proteina estabelecer maior nimero de ligagdes com polifendis ja que
os residuos apolares tornam-se mais acessiveis para estabelecer ligacdes hidrofobicas

com os anéis dos polifendis (de Freitas ef al. 2001)
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3.2. Efeito da estrutura do tanino.

Geralmente a capacidade de taninos condensados para formar agregados com
proteinas aumenta com o seu aumento de peso molecular para valores até 3000 Da.
O aumento do peso molecular leva a um aumento do caréicter apolar (aumento de
anéis aromatico) facilitando as interac¢des hidrofébicas com as proteinas.
Simultaneamente este aumento do nimero de unidades monomeéricas permite um
aumento do numero total de grupos hidroxilo. O aumento de peso molecular ndo &,
por si sd, suficiente para que ocorra um aumento da interac¢do entre proteinas e
compostos polifendlicos. Para polimeros de (-)-epicatequina a rigidez estrutural da
ligagdo interflavanolica leva a que o aumento da formagdo de agregados seja inferior
do que para polimeros de (+)-catequina. Assim conclui-se que a flexibilidade
estrutural das unidades monoméricas das proantocianidinas € necessaria para que

ocorra a sua interac¢do com as proteinas (de Freitas et al. 2001).

Para polifendis de baixo peso molecular a interacgdo restringe-se a uma pequena
superficie da proteina ndo permitindo baixar a sua solubilidade de forma significativa
(Baxter et al. 1997). A presenca de grupos galhato nas moléculas de proantocianidinas
também potencia a interaccdo com proteinas, pensa-se que esta ac¢do se deve a um
aumento do numero de grupos hidroxilo disponiveis no polifenol para estabelecer

pontes de hidrogénio com os grupos carbonilo da proteina (de Freitas ef al. 2001).

3.3. Efeito do pH.

Para proantocianidinas, o aumento de pH até 8 ndo afecta a interac¢do (Sumere
1975), acima deste limite as procianidinas perdem poder tanante. De referir que as
procianidinas sdo acidos fracos com pKa acima de 8 (Vernhet et al. 1996) assim, a pH
superior a 8 ocorrera a perda de atomos de hidrogénio passando os polifendis ¢ as

proteinas a ter cargas semelhantes, negativas impedindo a sua interac¢o.

A formagdo de complexos entre proteina e taninos é favorecida a pHs préximos
do ponto isoeléctrico da proteina, a este pH a repulsdo electroestatica das moléculas

proteicas ¢ minimizada (Hoon-Il ef al. 1987) e a formag&o de pontes de hidrogénio ¢
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maximizada (Van Buren et al. 1969). Assim proteinas globulares acidas como
albumina sérica bovina tém maior afinidade para polifendis a pH écido e proteinas

basicas como lisozima tém maior afinidade a pH basico (Hagerman et al. 1978).

3.4. Efeito da Forca Ionica.

A relagdo da capacidade de interac¢io com a forga idnica esta ainda por provar.
Existem neste momento resultados controversos acerca deste tema. Com taninos
condensados interagindo com BSA verificou-se que entre for¢as ionicas de 0,05e¢ 5 M
ndo ha varia¢do da interacgdo (Hagerman et al. 1978). Outros autores nas mesmas
condi¢des demonstraram que a pH 3 o aumento da concentragdo de sais leva a um
aumento da turbidez (medida da formag¢fio de agregados), a pH 4 ndo ha efeito do
aumento da forga i6nica e a pH 5 ou superiores ocorre uma diminui¢do da turbidez
(Oh et al. 1987). Os estudos mais recentes demonstram que a pH 7 ocorre um
aumento da turbidez quando se usam procianidinas de uva e se avalia o efeito sobre a
interaccdo com Albumina Sérica Bovina(de Freitas et al. 2001). Uma possivel
explicagdo para este facto € a adsorgdo de ides cloreto a superficie do polifenol; dado
que as procianidinas apresentam carga positiva ou neutra a pH neutro a adsorgdo de
anides diminui o seu caracter hidrofobico que parece ser essencial para a formagéo de
complexos com proteinas. Por outro lado, a adsor¢do de ides cloreto pode ocorrer
apos a interaccgdo entre a procianidina e a proteina; neste caso podera ser responsavel

pela solubilizagdo deste por aumento do seu carécter hidrofilico.
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4. Efeitos de compostos fenélicos sobre enzimas digestivas.

As propriedades antinutricionais de polifendis s@o uma das caracteristicas
menos estudadas destas moléculas. Os estudos efectuados até ao momento que
relacionem, em humanos, a ingestdo de polifenodis com efeitos adversos na digestdo

ou absorc¢do de nutrientes sdo escassos.

Com base em dados nutricionais em ciéncias veterinarias ¢ possivel admitir que
estes efeitos existem. A alimentagdo de ruminantes com vegetagdo rica em
procianidinas apresenta algumas desvantagens para a produgdo de gado, diminui a
quantidade de alimento ingerida por diminuig¢do da palatibilidade, diminui o valor
nutritivo de outros componentes da dieta nomeadamente cereais, diminui o ganho de
peso e produtividade de leite em bovinos (McNabb et al. 1993; Makkar 2003;
Mueller-Harvey 2006). Estudos efectuados em ratos indicam que polifendis de soja,
de feijdo e de favas aumentam a percentagem de aminoacidos ingeridos que sdo
eliminados nas fezes indicando diminuigéo da digestibilidade da dieta ingerida (Gilani
et al. 2003). Também sdo referidas perdas na digestibilidade de parede celular por
parte de bactérias no estdbmago de ruminantes, pensa-se que os polifendis complexam
com as enzimas microbianas secretadas pelas bactérias endogenas inibindo-as ou, em
alternativa, ligam-se aos carbohidratos da parede celular das plantas ingeridas

diminuindo a sua digestdo (Reed 1995).
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4.1. Accio sobre Glicosidases.

A inibicfio de glicosidases por polifenois tem vindo a ser extensamente relatada
e o interesse nesta ac¢do estd sobretudo relacionado com seu o potencial para
controlar a diabetes. Sabe-se que, usando a-glucosidase solubilizada (a forma
intestinal esta ligada & membrana luminal das vilosidade), ¢ possivel detectar inibi¢do
da enzima com extractos de antocianinas aciladas de variados frutos ¢ tubérculos.
Foram identificados compostos com actividade inibitdria em Pharbitis nil, Ipomoea
batatas (Matsui et al. 2001), Alstonia scholaris (Jong-Anurakkun ef al. 2007), Piper
longum (Pullela et al. 2006), Tournefortia hartwegiana (Ortiz-Andrade et al. 2007)
Pinus densiflora (Kim et al. 2004). Estes resultados indicam que a ingestdo de

extractos de antocianinas podera permitir controlar o indice glicémico pos-prandial.

Em estudos subsequentes os extractos com maior poder inibitorio estudado
foram fraccionados de modo a obter os compostos que efectivamente inibiam a
enzima. Verificou-se que a capacidade de inibigdo decrescia na ordem pelargoidina>
peonidina > cianidina. Observou-se ainda que a desacilagdio de antocianinas diminuia

consideravelmente o seu poder inibitério para a a—glucosidase (Matsui ef al. 2001).

Estudou-se ainda a possibilidade destas mesmas formas aciladas (diaciladas) de
antocianinas de frutos serem suficientemente activas para reduzir o efeito
hiperglicémico em ratos. Concluiu-se que a peonidina 3-O-[2-O-(6-O-E-feruloil-p-D-
glucosil)-6-0-E-cafeoil-B-D-glucosil]-5-O-B-D-glucose de Ipomoea batatas cv.
Ayamurasaki € um potente inibidor da degradagéo de maltose (glucose-glucose) e ndo
de sacarose (glucose-frutose). A concentragiio de 100 mg Kg ! conseguiu inibir em 17
% o aumento da concentragdo de glucose no sangue apds ingestdo de maltose

(2 g Kg ™) (Matsui et al. 2002).
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Num estudo mais recente usando antocianinas extraidas de morango
comprovaram-se estes resultados com a-glucosidase e testou-se a a—amilase tendo-se
verificado inibicio com ambas as enzimas. As antocianinas sdo responsaveis pela
maior parte da inibigdo de a-glucosidase mas sdo responsaveis por apenas 25 % da
inibicdo observada para a amilase. A frac¢dio fenolica ndo antocianica revelou um
poder inibitorio de a—amilase 3 vezes superior ao da frac¢do antocianica. Esta fracg@o
foi analisada por LC-MS tendo-se verificado tratar-se de taninos elagicos
(hidrolisaveis) dos quais se destacam Sanguiina H6, Sanguiina H10 ¢ Lambertianina
C e seus produtos de degradagdo (McDougall ef al. 2005). Provou-se que, apesar de
ambas as enzimas serem inibidas por compostos fenolicos de morango, a natureza
estrutural dos inibidores ¢ diferente para cada enzima. Estes resultados indicam que a
interaccdo entre polifendis e enzimas responsavel pela inibicdo destas ultimas
apresenta especificidade contrariamente ao anteriormente assumido (McDougall ef al.

2005).

4.2. Acgio sobre Lipases.

A inibigdo por polifendis de lipases tem vindo a ser alvo de estudo dado o
interesse existente na sociedade actual em métodos naturais e simples para controlo da

obesidade e deslipidemias. De entre os efeitos geralmente atribuidos aos polifenois de

cha estdo as propriedades antiobesidade e hipocolesterolemicas (Koo et al. 2004).

A lipase pancreatica, essencial para o metabolismo de lipidos na dieta € o alvo
preferencial para a inibigdo da digestdo/absor¢do de lipidos. A sua inactivagdo implica
a diminui¢do ou paragem completa da absor¢do de lipidos no intestino (Nakai ef al.
2005). Num estudo extensivo das propriedades inibitdria de polifenéis de cha sobre a
actividade de lipase pancreatica foram estudados 54 polifendis presentes em cha semi-
fermentado (oolong). Foi comparada a concentragdo de composto que € necessaria

para a obtengdo de uma redugio de actividade de enzima de 50 %.
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Verificou-se que de entre os polifendis mais abundantes em extracto de ch4, os

mais activos na inibi¢do de lipase sdo a epigalhocatequina-galhato (EGCG) e a

| galhocatequina-galhato (GCG). Verificou-se que para ambos os compostos os
derivados digaloilados (epigalhocatequina 3,5 di-O-galhato e galhocatequina 3,5 di-
O-galhato) eram ainda mais activos na inibi¢éo da lipase pancreatica. Este padrdo de
aumento de inibi¢do com a galoilagfo ndo foi consistente ao longo de toda a gama de
polifendis estudada. De facto taninos hidrolisaveis que possuem varios grupos galhato

inibem a lipase pancredtica em muito menor extenséo.

Para além destes compostos fenolicos simples foram estudados compostos de
maiores dimensdes tendo-se verificado que oolongteanina 3-O-galato (Mw = 942) e
oolonghomobisflavano A (Mw = 929) apresentam maior capacidade inibitéria do que
os polifendis derivados de catequina presentes no chd. No mesmo trabalho foi
efectuado um estudo que comparava o poder inibitorio total de cha (oolong), de
extracto de polifendis poliméricos (EPPC) de cha e de EPPC tratado com tanase, de
forma a gerar a despolimerizagdo. Concluiu-se que existe uma clara relagdo entre o
grau de polimerizagio dos polifenois de cha e o seu poder inibitério. O EPPC tratado
com tanase possuia um ICsy de 1,38 ug mL"' enquanto que o EPPC nio tratado possui

um ICsp de 0,28 pg mL™ (Nakai ef al. 2005).

Num outro estudo foi testado o efeito de polifenois de cha extraidos com acetato
de etilo a partir de chd verde fresco. Verificou-se que este extracto composto
maioritariamente por EGC e EGCG, inibia lipase pancreatica em 34 % (a 0,05 gL h.
(He et al. 2007).

Um extracto de grainhas de uva foi utilizado como inibidor de lipase
pancreatica e de lipoproteina lipase. Verificou-se que para a lipase pancreética 1 g L !
de extracto de grainhas inibia a enzima a 80 % da sua actividade. Para a lipoproteina
lipase esta mesma concentragfio so inibe a enzima em 30 % (Sanchez-Moreno ef al.
2003). Neste trabalho nio foi efectuada uma caracterizagdio do extracto nem elucidada
a relagdo da inibigdo com a composi¢do em polifendis dai que néo se possa dizer com

certeza a que classe de compostos polifendlicos se deve a inibigdo.
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4.3. Acgio sobre Proteases.

A inibi¢do da digestdo de proteinas pode ser benéfica para a saude na medida
em que diminui o valor calorico total de uma refei¢@o e abranda a digestdo da mesma
levando a uma sensagio de saciedade pela passagem do bolo alimentar através do
tracto gastrointestinal (McDougall ef al. 2005). O interesse para a saide humana da
inibi¢do de proteases digestivas é menos claro do que para a inibigdo de lipases e
glicosidases. A reserva de aminoacidos no homem ¢ reduzida e uma diminui¢do na
sua absor¢do pode provocar o catabolismo de proteinas internas (Reeds et al. 1994).
Esta indefinicdo quanto ao interesse da inibi¢do de proteases digestivas tem limitado o
estudo nesta area. Ainda assim existem algumas evidéncias para a capacidade

inibitdria de polifendis sobre proteases digestivas.

Foram realizados estudos com extractos de polifendis de péras, cacau e lentilhas
tendo-se verificado que inibiam a tripsina. No entanto a sua composi¢do fenélica ndo
foi elucidada correctamente, supondo-se que teriam proantocianidinas ou taninos
condensados (Quesada et al. 1996). Um grande numero de estudos foram efectuados
com polifendis de varias fontes, em particular do cha, para testar a inibicdo de
metaloproteases que actuam na fixagdo de tumores e na sua invasdo de tecidos.
Os resultados obtidos indicam existir inibi¢do mas ndo foi ainda possivel elucidar se
esta se deve a actuagfo sobre as enzimas ou a quelatagdo de metais, cofactores destas

enzimas (McDougall et al. 2005).

Uma enzima ja estudada com alguma profundidade € a pepsina que actua no
estdbmago clivando residuos de aminoacidos de péptidos e proteinas, esta enzima €
responsavel pela hidrélise de 10 a 20 % da proteina total consumida (Insel e al.
2004). Usando uma solu¢do de hemoglobina e um extracto de polifendis simples de
cha detectou-se uma inibi¢do de 32 % da actividade de pepsina sobre a hemoglobina
(He et al. 2007). No entanto, um outro estudo usando polifendis simples (resveratrol,
catequina, epigalhocatequina-3-galhato e quercetina) e bebidas (cha e vinho tinto) e
trés métodos de determinagio diferentes mostrou existir um aumento de actividade de

pepsina na presenga de polifendis (Tagliazucchi et al. 2005).
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4.4. A protease pancreatica tripsina.

A enzima tripsina (EC 3.4.21.4) é uma protease de serina presente no intestino
delgado onde actua na degradagdo de proteinas clivando de forma especifica a ligagdo
peptidica entre aminoacidos de arginina e de lisina na extremidade carboxilica.
Para além deste substrato natural a tripsina pode clivar substratos sintéticos como a
N-Benzoil-L-Arginina Etil Ester (BAEE) e N-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida |
(BApNA) originando compostos corados que sfo utilizados na determinagdo da sua ‘
actividade (Fig. 15). Este ultimo foi desenvolvido em 1961 (Erlanger ef al. 1961) e ‘

tem sido usado para seguir varias reac¢des enzimaticas e nfo enzimdticas em que ‘

O,

ocorre degradagdo de ligagdes éster.
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Figura 15. Clivagem de ligagOes peptidicas por tripsina num péptido natural (A) e num

w
A(\ﬁ
d:

péptido sintético usado para quantificagdo da sua actividade, BApNA (B).
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No caso da tripsina foi j& utilizado na pesquisa de actividade triptica (Volpicella
et al. 2003; Mueller et al. 2007; Souza et al. 2007), para estudar as diferentes
isoformas da enzima (Outzen et al. 1996; Oppert 2006) ¢ na busca de inibidores da
mesma (Novillo et al. 1997; Vaccari et al. 1998; Souza ef al. 2007).

Para além da digestdo de proteinas ingeridas a tripsina € responsavel pela
activagio de outras enzimas digestivas envolvidas na degradagdo de outros nutrientes
por clivagem de zimogéneos dando origem as formas activas (Neurath e al. 1976)

num fendémeno em cascata.

Como todas as enzimas digestivas de mamiferos é activa a temperatura de 37°C.

O seu pH Optimo situa-se entre 7 ¢ 8 e ¢ inactivada para pH inferior a 4.

A composi¢do em aminoécidos de tripsina ¢ conservada na maioria dos
mamiferos. As tripsinas de porco, boi e rato sdo sequencialmente idénticas & humana
em 78, 75 e 82 % respectivamente. A nivel estrutural é uma proteina globular
(Fig. 16) sendo que a tripsina de porco ¢, de entre as formas comercialmente
disponiveis, a mais semelhante 4 humana com 222 aminoacidos iguais em 246

aminoacidos totais (Gaboriaud et al. 1996) .

Figura 16. Representacdo estrutural da enzima tripsina com particular relevéncia para a triade
catalitica responsavel pela actividade e especificidade da enzima adaptado de Gaboriaud

(Gaboriaud et al. 1996).
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DESCRICAO DO TRABALHO

O trabalho realizado dividiu-se, quanto & execugfo experimental, em trés fases

distintas:

Iniciou-se o trabalho (Fase 1) adaptando um método colorimétrico de anélise da
actividade de tripsina com base na hidrolise de BApNA. Nesta fase testaram-se as
condigdes de estabilidade ¢ solubilidade do substrato, determinou-se qual a gama de
concentragdes de substrato e de enzima adequadas a realiza¢do dos ensaios de cinética
enzimatica e avaliou-se a interac¢do do substrato com os compostos fenolicos

estudados.

Nas duas fases seguintes (2 e 3) foram efectuados os ensaios cinéticos para
avaliar a actividade inibitoria sobre tripsina de diferentes compostos fenolicos com

diferentes origens utilizando o método desenvolvido na Fase 1 (Fig. 17).

Fase 3

Envelhecimento em Suplementagéo de vinho
Extracgéo e fraccionamento garrafa (9anos) 4  doPortocom OPC
de procianidinas de grainhas l

Avaliagao da Determinagao do Obtengdo comercial de vinhos

[ e

Caracterizagao estrutural (MS) inibigéo de tripsina contelido fenélico

Obtengdo comercial de
compostos fendlicos de outras classes Obtengdo comercial de

R,e”?"?"‘." de éc!do_ sumos de fruta e refrigerantes
ascorbico (interferéncia)

Figura 17. Execugdo experimental das Fases 2 e 3 do trabalho.
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1. Reagentes

A protease digestiva tripsina (tipo [X-S de pancreas de porco) e N-Benzoil-DL-
arginina-p-nitroanilida (BApNA) foram adquiridos & Sigma Aldrich e armazenados a
-20 °C. A tripsina foi dissolvida a temperatura ambiente em tampdo fosfato (50 mM) e
congelada. O substrato BApNA foi dissolvido em dimetilsulfoxido (44 g L") para
preparar uma solugdo stock que foi armazenada a 0°C. A solugéio de ensaio (2,5 g LY
foi preparada imediatamente antes de cada ensaio por diluigdo da solugdo stock com

agua desionizada e destilada.

2. Extracgdo de procianidinas de grainhas de uva

As procianidinas oligoméricas foram extraidas de grainhas de uvas
(Vitis vinifera) com uma solugfo de etanol/agua/cloroférmio (1:1:2, v/v/v) usando um
misturador (Ultra Turrax) de acordo com o procedimento descrito na literatura.
(Darne et al. 1979). A fase hidroalcoolica superior, contendo as procianidinas, foi
separada da fase organica contendo clorofilas, lipidos e outros compostos
indesejaveis.

O etanol foi removido da fase hidroalcoolica a baixa pressdo em evaporador
rotativo (35°C). A solugdo aquosa resultante, contendo os compostos fenolicos, foi
extraida com acetato de etilo seguido de precipitagdo com hexano de forma a obter as

procianidinas oligoméricas (OPC) (Darne ef al. 1979).
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3. Fraccionamento de Procianidinas

O extracto de procianidinas de grainhas (OPC) obtido foi dividido em porgdes
de cerca de 1 grama que foram fraccionadas por cromatografia liquida em coluna a
baixa pressdo. Cada porgdo foi dissolvida em 3 mL de metanol e aplicada numa
coluna de gel TSK-Toyopearl HW 40(S) (Tosoh, Japédo) (100 x 16 mm, id.). As
amostras foram fraccionadas utilizando metanol ¢ metanol acidificado com écido
acético como eluentes. Foi usado um fluxo controlado de 0,8 mL min™', segundo o

método descrito na literatura (tabela 3) (de Freitas ef al. 1998).

Tabela 3. Fraccionamento de procianidinas oligoméricas separadas por cromatografia liquida
em coluna (gel Toyopearl TSK HW-40 S). Os tempos apresentados sdo cumulativos, assim a

frac¢do IV foi recolhida entre as horas 1 e 5, logo, durante 4 horas.

Tempo (h) Solvente
Fracgéo | 0,5 Metanol
Fracgao I 0,75 Metanol
Fracgao lll 1 Metanol
Fracgéo IV 5 Metanol
Fracgdo V 19 5 % CH;COOH em Metano!
Fracgéo VI 27 10 % CH3COOH em Metanol

As frac¢des V e VI foram diluidas em igual volume de 4agua destilada sendo
posteriormente evaporadas a vacuo num evaporador rotativo a 35°C de modo a

remover o metanol utilizado na eluigéo.
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As solugBes resultantes foram passadas por um gel de C18 com um volume
cinco vezes superior de dgua de forma a remover a totalidade do é4cido acético
presente. As procianidinas foram recolhidas num volume minimo de metanol e

seguiram um tratamento idéntico as restantes fracgdes (I a IV).

Todas as fracgdes foram concentradas em evaporador rotativo sob vacuo a
temperatura de 35 °C, apoés adi¢do de um pequeno volume de 4gua destilada.
Deste modo foi removido o metanol ficando as procianidinas em solugfo aquosa.

Esta foi borbulhada com argon, congelada a -20°C e liofilizada.

4. Anilise por espectrometria de massa

A composi¢do de proantocianidinas nas frac¢des foi determinada por
espectrometria de massa. Utilizou-se um equipamento de cromatografia liquida da
série Hewlett-Packard 1100 com um detector de massas Finnigan LCQ (Finnigan
Corporation, San Jose, California, USA), equipado com uma fonte API (4rmospheric
Pressure Ionization) e uma interface ESI (Electro Spray lonization), controlado

informaticamente.

— Temperatura capilar: 270°C

— Voltagem capilar: 28 V

— Voltagem da fonte 4,5 Kw

—  Gases auxiliar e de arrasto: azoto a fluxos de 6 ¢ 1,2 mL min™' respectivamente

— Detecgdo: espectros obtidos em modo de ido negativo no intervalo m/z entre
150 e 2200 m/z, sendo o espectrometro de massa programado para realizar
trés varrimentos: analise de massa total (MS), analise com zoom dos ides mais
abundantes do primeiro varrimento (MS) e um varrimento MS-MS dos ides
mais abundantes do segundo varrimento (MS?), com energia de colisdo

normalizada a 45%.

69




MATERIAL E METODOS

5. Ensaios com Vinhos Comerciais e enriquecidos com Procianidinas

O vinho do Porto (Vitis vinifera, Touriga Nacional cv.) foi fornecido por
Adriano Ramos Pinto, Vinhos S. A, possuia um teor alcodlico de 20 % v/v. A este
vinho engarrafado foram adicionadas diferentes quantidades (0,5; 1,0; 2,0 g L'l) de
procianidinas oligoméricas extraidas de grainhas de uvas. Apds a adi¢éo o vinho foi
homogeneizado e armazenado em local fresco, seco e ao abrigo da luz durante 9 anos.
Os restantes vinhos estudados sdo vinhos comerciais. O vinho de mesa tinto foi
produzido a partir da colheita de 1993 pela empresa Adriano Ramos Pinto, Vinhos
S. A.; possuia teor alcoolico de 12 % v/v. O vinho de mesa branco foi produzido pela
empresa Sogrape Vinhos S. A; na vindima de 2005 e possuia um 9% v/v de élcool. O
vinho do Porto comercial foi produzido pelo grupo Symington em 2003 e tinha um

teor alcoolico de 21 % v/v.

6. Ensaios com Sumos Comerciais

Os sumos comerciais utilizados foram adquiridos numa superficie comercial.
Pretendeu-se que fossem representativos das bebidas consumidas pela populagdo em

geral e com uma composigdo variada (Tabela 4).

Tabela 4. Sumos utilizados nos ensaios de inibigdo enzimética e seu conteudo em 4cido

ascorbico, indicado pelo produtor na Tabela Nutricional.

mg acido ascérbico por

Nome comercial Fabricante Descri¢gao
100 mL de sumo

. . Bebida refrigerante de extracto
Iced Tea Limao Lipton, Unilever S A . L _
de cha com sumo de limao

) . Alimento compiementar para
Gatorade Pepsi Corporation . . -
desportistas (isotonica)

) Néctar de Tutti-Frutti a base de
Compal Tutti-Frutti Compal S A 30
sumos concentrados

Néctar de Frutos Vermelhos a
Compal Frutos-Vermelhos Compal S A 30
base de concentrados

. Néctar de Laranja a base de
Compal Laranja Compal S A 30
concentrado
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7. Determinagio de Fendis Totais

O conteudo de fendis totais foi determinado utilizando o reagente de Folin
Ciocalteus. Em meio alcalino, os fenois reduzem a mistura de acidos fosfotungstino e

fosfomolibdico em éxidos de tungsténio e de molibdénio, de cor azul.

Nas analises de sumos comerciais foi necesséario remover o acido ascorbico,
uma das interferéncias relevantes para este método colorimétrico. Para tal
acondicionou-se com agua gel C18 num funil de vidro com uma placa porosa (G3),
adaptado a um sistema de vacuo. Em seguida carregou-se 5 mL da amostra e
passaram-se cerca de 500 mL de 4gua desionizada para remover todo o &cido
ascorbico a frac¢do fendlica foi recolhida com 50 mL de metanol. A fase organica foi
depois evaporada em evaporador rotativo sob vacuo a temperatura de 35 °C, ap6s
adi¢do de SmL de agua destilada. Foi assim removido o solvente metanol ficando a

frac¢do fendlica em solucgéo aquosa.

A determina¢do dos fendis totais dos vinhos e fracgdes fenolicas de sumo pelo
reagente de Folin-Ciocalteu baseou-se no método descrito na literatura com algumas
modifica¢des (Kahkonen et al. 1999). As amostras de vinho foram inicialmente
diluidas 10 vezes com 4gua desionizada. 250 pl. de vinho diluido foram misturados
com 12,5 mL de agua desionizada, 1,250 mL de reagente de Folin-Ciocalteu e 5 mL
de carbonato de sddio (20 %). Apods 30 minutos a temperatura ambiente para permitir
a estabilizagdo da cor a absorvincia foi medida a 750 nm.

Para as frac¢des fenolicas o procedimento foi idéntico exceptuando a dilui¢do inicial.
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De forma a estabelecer um valor padronizado para a concentragdo de compostos
fendlicos foi tragada uma recta (Fig. 18) utilizando a catequina como padrio de
concentra¢do variando entre 0 ¢ 1,2 g L. Obteve-se uma equagdo de recta que foi

usada para determinar a concentrag@o de fendis totais dos vinhos e sumos.

1,200

1,000 y = 1,0482x + 0,0121

R?=0,998
0,800

0,600

Abs. 750 nm

0,400

0,200

0,000 T T T T T 1
0 0,2 04 0,6 08 1 1.2

concentragdo catequina g L™

Figura 18. Recta padrdo para o método de Folin-Ciocalteu.

8. Ensaios de Actividade Enzimatica

A actividade de tripsina foi testada a temperatura fisiologica de 37 °C utilizado
N-benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA) como substrato. (Erlanger er al.
1961) Por acgdo da tripsina este substrato ¢ degrado libertando p-nitroanilida,

detectavel espectrofotometricamente a 410 nm.

Em cada pogo de uma placa de 96 pogos foram misturados 20 pL. de solugdo de
ensaio de BApNA (2,2 ¢ L") com diferentes volumes de amostra (compostos
fenolicos comerciais, fracgdes de procianidina ou amostras de vinho € sumos).
A reacgdo foi seguida durante 3 minutos antes da adigdo de 20 pL de tripsina (1 g L
em tampdo fosfato, pH 7,5 50 mM). O volume final na placa foi de 280 pL por pogo

ajustado com tampdo fosfato.
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A libertagdo de p-nitroanilida de BApNA foi seguida num leitor de placas de 96
pogos Biotek Powerwave XS utilizando o software KC4. O pH utilizado é um pH
fisiologico que ocorre no intestino humano apds a neutralizagdo do contetido géstrico
por bicarbonato na porg¢do inicial do duodeno (Swarbrick et al. 1998) e que se

encontra no intervalo de pH dptimo para actuagdo da enzima.

9. Analise Estatistica

Todos os ensaios foram efectuados pelo menos em triplicado. Os valores foram
expressos como médias aritméticas = desvio padrdo. As diferengas estatisticas foram
avaliadas seguindo a analise da varidncia (ANOVA), as médias foram comparadas
utilizando um teste de Tukey para comparagdes entre grupos utilizando o software

Origin Pro (Origin Lab. Corporation, Massachusetts, USA).
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RESULTADOS EXPERIMENTAIS

1. Composic¢io polifendlica das frac¢des de procianidinas oligoméricas.

As procianidinas oligoméricas extraidas das grainhas de uva (Vitis vinifera)
foram fraccionadas de acordo com o método descrito na literatura (de Freitas ef al.
1998). Obtiveram-se cinco fracgdes correspondentes a procianidinas com diferentes

graus de polimerizagdo. A composigdo exacta de cada frac¢do foi determinada por

espectrometria de massa.

Os picos existentes nos espectros de massa de cada frac¢fo foram identificados
(Tabela 5) como sendo constituidos por catequinas monoméricas e procianidinas
oligoméricas com vérios graus de polimerizagdo e respectivos ésteres galhato e
digalhato; esta identificagdo correspondeu a existente na bibliografia (de Freitas er al.

1998).

Tabela 5. Procianidinas presentes no extracto de grainhas de uva identificadas por

espectrometria de massa.

Massa Molecular (m/z)

Fracgéo [M-H] Compostos flavandlicos

289 Catequina (mondmero)

1 441 Monémero galhato
577 PC Dimero
577 PC Dimeros

] 729 PC Dimero galhato
865 PC Trimero
865 PC Trimero

i 1017 PC Trimero galhato
1153 PC Tetramero
1305 PC Tetramero galhato

v 1422 PC Pentamero
1594 PC Pentamero galhato
1745 PC Pentamero digalhato
1761 PC Tetramero tetragalhato

Vv 1881 PC Hexamero galhato
2017 PC Heptamero
2169 PC Heptamero galhato

PC = procianidina
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Com base nas massas de cada pico e na sua abundéncia relativa € possivel
calcular a peso molecular médio de cada fracgo realizando uma média ponderada.
Com uma abordagem semelhante ¢ possivel, usando o grau de polimerizag@o de cada

pico, determinar o grau de polimerizagdo médio de cada fracgdo (Tabela 6).

Tabela 6. Peso molecular médio e grau de polimerizagdo médio de cada uma das fracgdes de
procianidinas obtidas. A abundéncia relativa refere-se apenas aos compostos identificados nos

espectros de massa.

A . Grau de
~ Abundancia Massa Molecular Peso molecular Grau de . .
Fracgao relativa (%) (m/z) [M-H] médio (m/z) polimerizagao pollnr:‘zr(';iz:gao
12 289 1
1 23 441 513 1 1,7
65 577 2
10 577 2
[ 12 729 823 2 2,8
78 865 3
70 865 3
7 1017 3
I 18 1153 949 4 3,2
4 1305 4
54 1422 5
v 46 1594 1513 5 5,0
3 1745 5
5 1761 4
Vv 6 1881 2052 6 6,8
46 2017 7
4 2169 7

Verifica-se assim que o grau de polimerizagio das procianidinas aumenta com a
ordem de elui¢do da coluna de gel Toyopearl TSK-40S com os solventes usados. Foi
possivel separar as procianidinas oligoméricas de grainhas de uva com base no seu
grau de polimerizago tal como descrito na literatura (de Freitas ef al. 1998; de Freitas

et al. 2001).
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2. Desenvolvimento do método para avaliar a inibi¢do de tripsina.

Um dos principais objectivos deste trabalho foi o desenvolvimento de um
método para determinagdo da acgdo inibitéria de tripsina por parte dos polifendis.
Na literatura nfo existe nenhum método descrito para avaliar esta inibigdo. Com base
nas informacgdes recolhidas na literatura, e tal como foi referido na introdugéo, o
BApNA tem sido utilizado como substrato cromogénico para avaliar a actividade de
tripsina bem como para testar a sua inibi¢go. Por esta razdo foi escolhido para avaliar

a inibi¢do por compostos fendlicos.

Antes de se iniciar o estudo do efeito dos pardmetros estruturais de compostos
fenolicos e de bebidas na actividade de tripsina foi necessario determinar as melhores
condi¢des experimentais nomeadamente as concentragdes de substrato, de enzima e

de polifenol.

2.1. Selecgiio das concentragdes experimentais de substrato.

De forma a escolher as melhores condigdes experimentais para os ensaios de
inibicdo de tripsina por compostos fenolicos foi realizada uma série de ensaios
preliminares utilizando N-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida (BApNA) como
substrato. Foram realizados ensaios preliminares numa gama bastante alargada de
concentra¢des de substrato. Foram usadas concentragdes de BApNA entre 0,33 € 5,33
g L "' A tabela 7 apresenta os valores da absorvancia inicial do substrato, sem adigéo

de enzima, para estes ensaios.
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Tabela 7. Absorvancia inicial de solugdes de BApNA com concentragdes entre 0,334 e

5334gL".

Concentragdo de BAPNA gL' Abs inicial

0,334 0,280
0,667 1,384
1,000 2,474
2,667 3,297
5,334 3,586

Pela analise da tabela 7 observa-se que nas concentragdes acima de 0,667 g L' a
absorvancia inicial excede o valor de 2. Este valor de absorvancia esta certamente fora
dos limites de aplicabilidade da lei de Beer-Lambert e deve ser evitado. Também se
verificou por inspec¢do visual que, exceptuando a solugdo de 0,334 g L', todas as
solugBes se apresentavam ligeiramente turvas provavelmente indicando que se tinha
ultrapassado o limite de solubilidade do substrato. Decidiu entdio utilizar-se
concentragdes de substrato mais baixas, na ordem de grandeza da mais diluida

(0,334 L'l), em ensaios posteriores.
g p

De modo a determinar qual a concentragdo de substrato ideal foram testadas
concentragdes de BApNA entre 0,05 g L'e0,40¢g L' na presenca de tripsina (0,072 g
L.

A absorvincia inicial destas solu¢gdes manteve-se em valores aceitaveis como se
constata pela andlise da tabela 8. De referir que algumas das solu¢des ainda se
apresentavam turvas e que as diferengas de absorvdncia entre as solugdes de
concentragdo 0,30 a 0,40 g L' ndo sdo significativas (0,271-0,279) apesar da
concentragdo variar bastante. Mesmo com estas limita¢cdes considerou-se as
absorvancias iniciais verificadas nestas solu¢des eram aceitdveis e que estas
concentragBes de substrato podiam ser utilizadas nos ensaios de inibigdo (Fig. 19 e

tabela 8).
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Tabela 8. Absorvincia inicial de solugdes de BApNA com concentragdes entre 0,050 ¢ 0,400

g L. Absorvancia final 900 segundos de hidrélise por tripsina (0,072 g L") pH 7,5; 37°C.

Concentragéo de BApNA gL' Abs inicial ~ Abs final

0,050 0,082 0,215
0,110 0,130 0,383
0,150 0,175 0,500
0,200 0,197 0,684
0,250 0,207 0,881
0,300 0,271 1,024
0,350 0,275 1,175
0,400 0,279 1,263

As curvas da figura 19 correspondem ao aumento de absorvéancia ao longo do
tempo correspondente a libertagdo de p-nitroanilida (Amax = 410 nm) por hidrélise de
| BAPpNA sob acg¢do de tripsina. Os valores de absorvéncia inicial foram subtraidos das
representagdes graficas das reacgdes de hidrélise apos adigdo de tripsina. Verifica-se
uma diferenga na absorvancia final medida e no comportamento das curvas

experimentais para diferentes concentragdes de substrato.

1,0
~-.040 g L-1
0,8 ~0,35 g L-1
—030gL-1
E 06 —025gL-
o
< 0,20 g L-1
0
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Figura 19. Estudos preliminares da cinética de actividade de tripsina com diferentes

concentragdes de BApNA (substrato) entre 0,05 ¢ 0,40 g L', em tampdo fosfato (pH 7,5;
50 mM) a 37 °C. A concentragdo de tripsina foi de 0,072 g L™
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A baixas concentragdes (0,05-0,15 g L) o substrato existente em solugdo é
hidrolisado mais rapidamente do que nas outras concentragdes levando a um aumento
de absorvincia até um valor méaximo que se mantem constante. Este maximo
corresponde a hidrolise da totalidade das moléculas de BApNA. Nestas condi¢des a
velocidade inicial de degradagdo, que corresponde ao o declive durante a fase inicial

de hidrolise do substrato, € mais reduzida.

Para as concentra¢des de substrato mais elevadas 0,35-0,40 g L' o valor
maximo de absorvincia ndo ¢ atingido durante o tempo de medigdo (900 s) indicando
que nio ocorreu hidrolise da totalidade do substrato. Nestas condi¢bes ndo ocorre a
hidroélise total de BApNA no periodo estudado. Neste caso seria necessario aumentar
o tempo de reac¢do ou utilizar uma quantidade superior de enzima por forma a obter a
hidrélise total de BApNA. Curiosamente para estas concentragdes a velocidade inicial
¢ mais reduzida do que para as concentragdes mais baixas o que parece indicar uma

inibi¢do da enzima por excesso de substrato.

Para as concentra¢des intermédias 0,15-0,30 g L' observa-se uma curva com
forma hiperboélica, atingindo o seu valor maximo de absorvéncia nos primeiros 2/3 do
tempo estudado. Estas condigdes permitem determinar a velocidade inicial de
hidrélise, antes da estabiliza¢do no valor maximo da absorvéncia correspondente a
hidrélise da totalidade de substrato. Esta gama de concentragdes apresenta-se assim
como a mais adequada para efectuar a determinagio das velocidades iniciais e foi

usada nos ensaios subsequentes.
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2.2. Avaliacio da estabilidade do substrato em solucio

Quando se tentou armazenar o substrato seguindo as indicagdes dadas pelo
fabricante verificou-se a existéncia de um problema de solubilidade quando este era
armazenado numa solu¢do de DMSO em tampdo fosfato (50 mM, pH 7,5) 1:50. As

solugdes apresentavam ao fim de algumas horas uma ligeira turvagao.

O armazenamento no frio (-4°C) ndo melhorava esta condi¢do, pelo contrério
provocava uma floculagdo extensa da solugdo que ndo era removivel por vortexagio.
Sendo o substrato estavel até 75°C tentou-se o seu aquecimento a 50°C em banho-
maria para remover a floculagdo. Verificou-se uma ligeira diminuigfo da turvagdo que

ainda assim era insuficiente para se considerar a solugdo de substrato aceitavel.

Tentou em seguida aumentar-se a concentragdo de DMSO por preparagdo de
uma solu¢do de DMSO em tampdo fosfato e em agua desionizada. Tentaram-se
concentragdes de DMSO entre 1:50 e 1:4. Verificou-se uma diminui¢do da turvagio
com o aumento da concentra¢do de DMSO até que se obteve turvagdo nula com 1:4
DMSO em tampio fosfato € em agua. Assumiu-se que nestas condigdes que a solugdo
se tornara estavel e decidiu armazenar-se a mesma no frio, verificou-se que a solugdo

continuava a flocular.

Tentou-se dissolver o substrato BApNA apenas em DMSO e armazenar a
temperatura de -4°C. Apesar deste solvente congelar a esta temperatura, apos o seu
descongelamento a solugfo permanecia limpida. Foi preparada uma solugéo stock de
BApNA (40 g L Y em DMSO que foi depois usada para preparar as solugdes de
trabalho diluido a solugdo stock 1:20 com agua desionizada. Deste modo as solugdes
finais eram limpidas. O mesmo n#o acontecia se fosse utilizado o tampdo fosfato
habitual (50 mM, pH 7,5). O volume final de solugdo de trabalho de substrato a
adicionar nas reac¢bes de hidrolise é cerca de 5% do volume total de solugdo
tamponada, com base nesta diferen¢a de volumes assumiu-se que o seu efeito para o

pH da solugio era negligenciavel.

83




RESULTADOS EXPERIMENTAIS

2.3. Avaliacio da reac¢ido entre polifenol e substrato (BApNA).

O substrato cromogénico BApNA apresenta na sua constituigdo dois anéis
aromaticos (Fig. 15). Com base no conhecimento actual poder-se-ia pensar na
ocorréncia de alguma interac¢fio entre este e os anéis aromdticos dos compostos
fendlicos usados afectando a determinag¢do da velocidade inicial da reacg¢do de
hidrélise. Por forma a avaliar esta possibilidade foi efectuado um ensaio de interacgéo

entre estes dois compostos (Fig. 20).

Primeiramente o substrato BApNA (0,18 g L") foi incubado com procianidinas
oligoméricas (OPC) durante 3 minutos. Ao longo deste periodo de incubagdo a
reaccdo foi seguida a 410 nm para verificar se ocorria variagdo da absorvancia da
mistura. Observa-se uma absorvancia inicial de 0,350 correspondendo apenas a

absorvancia do extracto de procianidinas para a concentragdo testada.
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Figura 20. Cinética da actividade de tripsina (0,072 g L") incubada com BApNA
(0,22 g L"), em tampio fosfato (50 mM, pH 7,5) a 37 °C, na presenga de oligomeros de
procianidinas (0,18 g LY. A tripsina foi adicionada apés 180 segundos de incubagdo

inicial. Ensaio em triplicado.
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Durante o periodo inicial de 3 minutos verifica-se que a absorvancia permanece
constante indicando que ndio ocorre interac¢do entre o extracto fenolico e o substrato
ou que a ocorrer esta ndo afecta a absorvincia da mistura e consequentemente a

determinagéo da hidrolise do substrato por ac¢fo da tripsina.

Apos este periodo de incubagdo foi adicionada tripsina (0,072 g L") a mistura
reaccional verificando-se de imediato o aumento da absorvancia. A absorvincia
méxima correspondente a hidrolise total de BApNA foi de 1,2 registada no final do
tempo de medigdo. Tal como foi observado nos graficos da figura 19 (sem adigéo de
compostos fenélicos), a velocidade de hidrélise diminui a partir dos 900 seg usando-

se por isso o declive da parte inicial da curva correspondente a velocidade inicial (V).

Na figura 20 observa-se ainda a sobreposi¢do das trés curvas experimentais

demonstrando mais uma vez a boa reprodutibilidade deste método.
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2.4. Selec¢ido das concentracdes experimentais de enzima.

A secregdo de enzimas digestivas, incluindo tripsina é bastante variavel de
acordo com a estimula¢do hormonal (secretina), habitos alimentares, idade, estado
nutricional e tamanho da refei¢do. Ainda assim é possivel estimar que a quantidade
média de tripsina na porg¢do inicial do duodeno varia entre 1 € 5 U (unidades de

actividade de enzima) por mililitro de fluido (Friess et al. 1998).

Foram realizados ensaios para determinar qual a quantidade de tripsina a utilizar
nos testes de inibi¢do enzimdtica. Assim foram escolhidas duas concentra¢des de
enzima que permitem obter uma actividade volumétrica dentro do intervalo 1 a 5 U.
Usaram-se as concentragdes de 0,036 g L' e 0,072 ¢ L. Aproveitou-se ainda para
determinar se estas concentragdes de enzima eram susceptiveis de inibi¢do por um
extracto complexo de procianidinas OPC (ndo fraccionadas). Procurou-se avaliar a
actividade hidrolitica de tripsina realizando ensaios com as duas concentragdes de
enzima na auséncia e na presenga desse extracto de procianidinas (0,18 g LY (Fig.

21).
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B) Tripsina 0,072gL"
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Figura 21. Comparacdo da cinética da actividade de tripsina (em triplicado) a duas
concentragdes de tripsina diferentes: A, 0,036 g L', ¢ B, 0,072 g L' na auséncia e na
presenga de procianidinas de grainha de uva (OPC) (0,18 g L ). A concentragdo de
BApNA f0i 0,18 g L'l; pH 7,5; temperatura 37°C.

Nos ensaios sem procianidinas verifica-se que para concentragdes de tripsina de
0,072 g L! atinge-se o valor maximo de absorvancia (0,89 + 0,03) préximo dos 600
segundos (Fig. 21 B). Para o ensaio com menor concentra¢do de tripsina (Fig. 21 A)
ndo se atinge o maximo de absorvédncia dentro do tempo em que a reacgdo foi

acompanhada (1300 s) o que indica que ndo ocorre a hidrolise total do substrato.

Os graficos da figura 21 também permitem avaliar a influéncia da adigdo de
procianidinas na actividade da tripsina. Tal como esperado, para ambos os casos,
ocorreu uma diminuigdio da actividade de tripsina. Esta é observavel pela diminuigio
simultanea da velocidade inicial e a intensidade final de absorvancia, com a adigdo de

polifenol.

Alguns autores, utilizando BApNA como substrato, recorreram apenas a
variagdo da absorvancia final como medida da actividade residual de tripsina para
estudar a inibigdo desta enzima por compostos isolados de parasitas intestinais
(Vaccari et al. 1998; Volpicella et al. 2003). No entanto, ndo foram ainda efectuados

estudos cinéticos da actividade de tripsina na presenga de compostos fendlicos sendo

interessante verificar o seu efeito na velocidade inicial da reac¢o.
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A tabela 9 apresenta a velocidade inicial da reac¢dio de hidrdlise enzimética bem
como a absorvancia final da mistura reaccional obtidas a partir da figura 20. A
velocidade inicial foi calculada pelo declive da parte inicial das curvas. Foi ainda
calculada a velocidade relativa, razio entre as velocidades iniciais na auséncia

(controlo) e na presenga de polifenol.

Tabela 9. Velocidade iniciais e relativas (Vi/Vc) da hidrolise de BApNA a duas
concentragdes de tripsina na presenga e auséncia de procianidinas (0,18 g L. Valores
maximos de absorvancia apdés 1300 s. Valores com superscritos diferentes sdo
significativamente diferentes (P < 0,05); valores com superscritos iguais ndo sdo

significativamente diferentes.

Velocidade inicial (s x 10%) Absorvancia final
Concentragéo de tripsina 0,036gL" 0,072gL" 0,036gL' 0072gL"
Sem procianidinas (V) 0,127 + 0,008 0,193 +£ 0,03 0,84 +£0,03 0,89+0,03
Com procianidinas (V) 0,097 + 0,007 0,142 + 0,01 0,66 £0,02 0,75+0,02

Velocidade relativa (V/V,) 0,764 +0,014% 0,735+ 0,004 b

Para a concentrac¢do de enzima mais elevada (0,072 g L) o efeito inibitério &
mais pronunciado uma vez que se verifica uma diminuigdo da velocidade relativa
mais importante (maior sensibilidade) ¢ melhor reprodutibilidade (diminuigdo do
desvio padrio) do que para a concentragdo mais baixa (0,036 g LY. Estes resultados
indicam que a concentragfio mais elevada de tripsina é a mais apropriada e deve ser

utilizada nos ensaios subsequentes.

As diferencas observadas quando se usa a absorvancia final como termo de
comparacio ndo sdo tdo significativas. Verifica-se que as diferenc¢as na absorvancia
final na presenga e na auséncia de procianidinas sdo praticamente iguais para ambas
as concentragdes de tripsina testadas indicando que a comparagdo dos valores da

velocidade de hidrélise é mais adequado ao objectivo pretendido.
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3. Estudo do efeito da concentragiio de polifenol na actividade de tripsina.

Um inibidor da actividade de uma enzima exerce geralmente o seu efeito
segundo um de dois mecanismos bdsicos: a associagdo a enzima na sua forma livre
impedindo a liga¢do da molécula de substrato ou associagdo ao complexo enzima-
substrato impedindo a reacgdo enzimatica de ocorrer ou os produtos da reaccdo de se

dissociarem da enzima (Nelson et al. 2002).

Em ambos os casos a inibi¢do da actividade da enzima depende da concentragéo
do inibidor utilizado. O estudo da inibig¢do de tripsina por procianidinas comegou com
a determina¢do do efeito da concentragdo destas na inibi¢do de tripsina. Foram
realizados, para cada frac¢do de procianidinas de diferentes pesos moleculares,
ensaios de actividade de tripsina na presenga de uma gama de concentragdes de
compostos fendlicos entre 0 e 313 mg L. Com base nestes resultados tragou-se, para
cada uma das fracgdes de procianidinas usadas, um grafico de Abs = f (tempo de
reac¢do). Na figura 22 é observavel esse grafico para diferentes concentragdes de

fracgdo IV (peso molecular médio = 1513).
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Figura 22. Estudo cinético da actividade de tripsina (0,072 g L), em tampdo fosfato

(50 mM; pH 7,5) a 37 °C, na presenca de varias concentragdes de procianidinas
oligoméricas da fracgdo IV. A concentragio de BApNA foi de 0,18 g L™'. Para simplificar

cada curva representa a média de ensaios em triplicado.
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Observa-se, de um modo geral, que a velocidade inicial da reacgdo, declive da
parte inicial da curva, diminui com o aumento da concentra¢do de procianidinas
(verificado também para as outras frac¢des de procianidinas) indicando alguma
diminui¢do da actividade de tripsina (Tabela 10). Também ocorre uma diminui¢do na
absorvancia final que segue a mesma tendéncia da diminuigdo da velocidade inicial

sendo no entanto menos pronunciada.

Tabela 10. Velocidade inicial e velocidade relativa (Vi/Vc) da hidrolise de BApNA com
varias concentra¢des de frac¢do de procianidinas oligoméricas de grau de polimerizagdo
médio 5,0. Valores com superscritos diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0,05);

valores com superscritos iguais ndo sdo significativamente diferentes.

p(r;gg:i?c}ir:ggij ﬁﬁ) Velocidade inicial (s'1 X 103) Velocidade relativa (Vi/ V)
0 2,37 + 0,03 2 1,00+0°
89 1,66 + 0,06 ° 0,70 £0,02°
134 1,05+0,22° 0,45 + 0,08 °
179 1,43+0,14° 0,61 +0,07°
223 1,26 + 0,04 © 0,53+0,03°
313 0,83 +0,02 ¢ 0,35 +0,03 °

A absorvancia final é aproximadamente igual nos ensaios sem fracgdo fendlica e
com 89 mg L (Fig. 22). Este resultado também sustenta a hipotese de que a
abordagem cinética é mais adequada (maior sensibilidade) do que o uso da
absorvancia final para estudar o efeito inibitdrio sobre tripsina de compostos fenélicos

usando BApNA como substrato.

90




RESULTADOS EXPERIMENTAIS

4. Estudo cinético da inibicio pelas fraccdes polifendlicas.

nomeadamente o efeito do seu grau de polimerizagdo na inibigdo de tripsina. Para tal
um extracto hidrodlcoolico de procianidinas de grainhas de uva foi fraccionado em gel
de fase reversa obtendo-se fracgdes com grau de polimerizagdo variado (secgdo 1 dos
Resultados ¢ Interpretagdo). A figura 23 apresenta a cinética da actividade da enzima

Um dos objectivos deste estudo € avaliar o efeito da estrutura de procianidinas,
quando incubada com 223 mg L' das diferentes frac¢des de procianidinas (I até V).
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Figura 23. Cinética da actividade de tripsina (0,072 g L"), em tampdo fosfato (50 mM; pH
7,5) a 37 °C, na presenca de frac¢des de procianidinas de extractos de grainhas de uva
| (223 mg L™ para cada fracgfio). A concentragdo de BApNA foi 0,18 g L™'. Para simplificar

cada curva representa a média de ensaios em triplicado.

A tabela 11 mostra a actividade residual de tripsina com base na medi¢do da
absorvancia final e a velocidade relativa para as fracgdes de procianidinas numa
concentragdo de 233 mg L. Observa-se para todos os casos uma diminui¢io da

‘ actividade de tripsina (velocidade inicial e absorvéncia final) na presenga das frac¢des

91




RESULTADOS EXPERIMENTAIS

apesar desta diferenga ser maior para as frac¢des IV e V que apresentam um grau de
polimerizagdo maior.

Tabela 11. Velocidade relativa e absorvincia final para ensaios cinético da actividade
hidrolitica de BApNA (0,18 g L) por tripsina (0,072 g L") na presenca das diferentes
fracgdes de procianidinas (233 mg L7). Valores com superscritos diferentes sdo
significativamente diferentes (P < 0,05); valores com superscritos iguais ndo sdo

significativamente diferentes.

Velocidade relativa

Amostra VilVe Absorvancia final
Controlo — 0,888 + 0,008 *
Fracgéo | 0,94 £0,05° 0,842 +0,009°
Fracgao Il 0,90 +0,08 ° 0,827 + 0,008 °
Fracgao Ill 0,87 +0,07 ° 0,836 +0,013°
Fracgao IV 0,52 +0,03° 0,683 +0,010°¢
Fraccdo V 0,38 + 0,05 ° 0,413 0,009

Como se observou anteriormente pela analise da figura 22 existe uma relacéo
linear entre a inibi¢do de tripsina e a concentrag@o de procianidinas. Assim € de supor
que a representagio da velocidade inicial relativa (V/V;) em fun¢do da concentragio
de polifenol [Vi/V, = f (Jpolifenol|)] corresponde a uma recta com declive negativo.
Este declive é uma medida da capacidade de cada composto fendlico para inibir a

actividade de tripsina (Fig. 24). Esta grandeza € definida como factor de inibi¢éo (Fi).

Vi/ Ve

0 T T T T T T
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Concentragao de Fracgdo mg L™
Figura 24. Velocidade relativa da actividade de tripsina (Vi/Vc) em fungdo da
concentra¢do de inibidor para as frac¢Bes de procianidinas. s Fracgdo [; A Fracgdo II; e

9f¥racgdo III; m Fracgdo IV;  Fracg¢do V.
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Verifica-se-se que a inibi¢do de tripsina provocada pelas fracgdes I, II e III ndo
¢ significativamente diferente. Para estas trés fracgSes a representagdo de Vi/Vy = f
(Jpolifenol|)] € uma recta para todas as concentragdes de testadas. Por outro lado para
as fracgdes mais polimerizadas (IV e V) a inibigdo ¢ significativamente diferente ¢ a
curva experimental ¢ uma recta apenas na fase inicial, isto €, para baixas

concentragdes de procianidinas.

Esta perda de linearidade para altas concentragdes pode ser explicada por varios
fendmenos podendo indicar que todas as moléculas de tripsina se encontram
complexadas (inibidas) com procianidinas mesmo antes de se atingirem as
concentragdes mais elevadas havendo um excesso de procianidina em solu¢do. A
actividade residual de tripsina dever-se-4 a algumas moléculas de tripsina que se
encontrem ainda livres e disponiveis para hidrolisar BApNA. Nestas condigdes um
aumento da concentrag¢do de procianidinas ndo implica necessariamente um aumento
da inibi¢do. Para calcular Fi nestes casos apenas foi usada a parte linear de cada curva

experimental.

A tabela 12 apresenta os valores do factor de inibigdo (em valor absoluto) das

varias frac¢des de procianidinas.

Tabela 12. Factor de inibicdo da actividade de tripsina (Fi) e sua relagdo com o grau de
polimerizagdo e peso molecular médio das frac¢des de procianidinas analisadas. Valores com
superscritos diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0,05); valores com superscritos

iguais ndo sdo significativamente diferentes.

Peso molecular médio Grau de

Fracgdes (de Freitas et al. 1998) Polimerizagdo médio Factor de inibigdo (Fi) x 10 3
I 513 1,7 0,82+0,11°
Il 823 2,8 0,77 +0,09 ?
i 949 3,2 0,74+0,12°
v 1513 5,0 2,00 + 0,09 °
\' 2052 6.8 234+£0,19°
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O aumento do efeito inibitorio torna-se mais visivel com a representagdo do
Factor de Inibi¢do em fun¢io da peso molecular médio (Fig. 25 A) e do grau de
polimerizagdo médio (Fig. 25 B). Verifica-se que para pesos moleculares inferiores a
1000, correspondentes a um grau de polimerizagdo de cerca de 3, o Fi permanece
aproximadamente constante. Com o aumento da massa molecular o valor de Fi
aumenta rapidamente com o aumento do numero de locais de ligagdio a tripsina,
indicando que a partir de trimeros o nimero de locais de ligagdo € suficiente para

inibir a tripsina de forma extensa.

Estes resultados estio em concordincia com resultados previamente obtidos
para interacgdo das procianidinas com outras proteinas (albumina sérica bovina) em
que se verificou por nefelometria um aumento da interac¢do com o aumento do grau

de polimerizagio médio (Carvalho et al. 2004).
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Figura 25. Factor de Inibi¢do de tripsina (declive de Vi/Vc) em fungdo do peso molecular

médio (A) e do grau de polimerizagdo médio (B) de diferentes fracgdes de procianidinas.
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5. Comparacio do efeito inibitério de compostos fendlicos de diferentes classes.

De modo a obter informag&o sobre a relagdo entre a inibigdo e as caracteristicas
estruturais de compostos fendlicos pertencentes a outras familias para além das
procianidinas decidiu estudar-se o efeito na actividade de tripsina de dois 4cidos
fenolicos (cafeico e galhico) e de um tanino hidrolisavel (acido tanico). Para todos
foram realizados ensaios preliminares tentando verificar se as condigdes
experimentais utilizadas para as fracg¢des de procianidinas eram aplicéveis. Verificou-
se que para os acidos fenolicos foi possivel utilizar concentragdes de composto

fenolico da mesma ordem de grandeza das usadas nos ensaios com as procianidinas.

Para os estudos efectuados com o 4cido tdnico verificou-se que as solugdes
deste com a N-Benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida eram pouco estaveis nas
concentragdes testadas. Estas solugSes apresentavam uma turvagdo crescente que, em
ensaios espectrofotométricos, provocaria difracgdo da luz incidente. Assim decidiu-se
usar concentragdes 10 vezes inferiores tendo-se verificado que ndo originavam
turvagdo e permitiam observar alguma inibigdo da actividade da enzima,
concentragles superiores provocavam turvacdo. A figura 26 representa a velocidade
relativa (Vi/Vc¢) da actividade de tripsina na presenca de diferentes concentrag¢des de
acidos cafeico, galhico e tanico. Observa-se claramente uma diferenga entre a
actividade dos trés compostos testados. O acido galhico e o 4cido tanico provocam
inibi¢do da enzima, por outro lado o acido cafeico parece potenciar a actividade

hidrolitica de tripsina.

O ligeiro aumento da actividade de tripsina com acido cafeico ndo foi, até ao
momento, relatado na literatura. Como tal ndo existe nenhuma explicagdo para este

fenomeno sendo necessarios mais ensaios para caracterizar o fendémeno ocorrido.
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> 06 - .
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Figura 26. Velocidade relativa da actividade de tripsina (Vi/Vc) em fung¢do da concentragdo

de inibidor compostos ndo flavanoicos. m Acido cafeico; ® Acido galhico; A Acido tanico.

Para as amostras que apresentaram inibi¢do foi determinado o factor de inibigdo

utilizando a parte inicial das curvas tal como efectuado com as fracgdes fendlicas

(tabela 13).

Tabela 13. Factor de inibigdo da actividade de tripsina (Fi) para o acido tanico (tanino
hidrolisavel) e 4cido galhico taninos hidrolisaveis testados. Valores com superscritos

diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0,05); valores com superscritos iguais ndo

sdo significativamente diferentes.

Amostra  Factor de inibi¢ao (Fi) x 10°°

Acido galhico 0,24 +0,02°
Acido tanico 3,41+0,30°

Verifica-se uma diferenga significativa entre os factores de inibi¢do de ambos os
compostos. O 4acido galhico apresenta um Fi significativamente inferior ao do 4cido
tanico. Estruturalmente o 4cido tanico ¢ uma mistura de compostos que t€ém como

base acglcares como glucose aos quais estdo esterificados varios grupos galhato,

originando compostos como pentagaloil-glucose (Fig. 6B).
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Este elevado niimero de grupos galato ligados entre si permite ao acido tdnico
estabelecer pontes entre diversas moléculas proteicas, diminuindo a sua flexibilidade
estrutural e capacidade de se movimentarem em solug@o podendo inclusive causar a
sua precipitagdo (Haslam 1998). Esta diminui¢do de solubilidade podera ser

responsavel pela diminui¢do da actividade de tripsina que foi verificada.

As moléculas de acido galhico, ainda que potencialmente muito reactivas com
as proteinas visto serem capazes de participar em ligagdes por pontes de hidrogénio
com as ligagdes peptidicas e interacgdes hidrofébicas, apresentam um Fi inferior ao
do acido tanico. Provavelmente a dimenséo do acido galhico ndo ¢ suficiente para

estabelecer fortes ligagdes com a enzima e formar complexos estaveis.

Na literatura esta descito que a 1,4,6-tri-O-galoil-f-D-glucose apresenta uma
capacidade inibitoria de lipase pancredtica S0 vezes superior a do acido galhico

(Nakai et al. 2005).

Estes resultados, quando comparados com os resultados obtidas com as
procianidinas mostram que a inibi¢do provocada por compostos fenolicos com base
no 3-flavanol (procianidina fraccionadas) € inferior & provocada por taninos
hidrolisaveis complexos como actdo tanico. Este resultado esta em desacordo com os
obtidos anteriormente com outras enzimas digestivas (Nakai er al. 2005).
Do ponto de vista alimentar a inibi¢do por proantocianidinas parece mais relevante ja
que a sua abundéncia em alimentos € bastante superior a dos taninos hidrolisaveis
(secgdo 2 da Introdugdo). A presenga de acido tdnico em alimentos deve-se
exclusivamente a passagem residual vinda de por¢des ndo comestiveis das plantas
durante o processamento. Este facto torna a inibi¢do por proantocianidinas, ainda que

mais fraca, muito mais frequente do que a inibi¢do por taninos hidrolisaveis.
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6. Estudo do efeito do vinho na inibi¢do da tripsina

Um dos objectivos do presente trabalho foi avaliar o efeito inibitério da
actividade de tripsina provocado por componentes de bebidas comuns. Assim decidiu

testar-se o efeito inibitério de vinhos de diferentes proveniéncias.

O vinho é uma mistura alimentar bastante complexa, além dos compostos
fenolicos, possui acidos, aldeidos e aglcares que afectam as propriedades fisico-
quimicas da mistura. Uma propriedade de particular importancia quando se considera
a actividade de enzimas ¢ o pH. A enzima tripsina ¢ totalmente inactiva a pHs
inferiores a 4 sendo que a perda de actividade entre pH 7,5 ¢ pH 5 € de cerca de 50 %
(Outzen ef al. 1996). A presenga de acidos como tartarico (pKa = 4) podera afectar o
pH das misturas reaccionais avaliadas modificando assim a actividade inibitéria.
Assim ajustou-se o poder tamponante da solugdo de tampdo fosfato a 200 mM de
modo a garantir que nfo ocorria variagdo do pH apos adi¢cdo do vinho e que se

mantem idéntico ao inicial (7,5).
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6.1. Estudos cinéticos com vinhos suplementados com procianidinas.

Foi seleccionado um vinho do Porto enriquecido com um extracto de
procianidinas de grainha (OPC) em concentragdes de 0,5; 1,0 e 2,0 g L
O enriquecimento de vinhos com taninos enoldgicos ¢ uma practica enoldgica que
visa por um lado a melhoria do processo de clarificagdo dos vinhos e por outro lado a

melhoria das caracteristicas organolépticas dos vinhos, nomeadamente o sabor.

O efeito destes vinhos na inibi¢do da actividade hidrolitica de BApNA
apresentada pela tripsina foi testado da mesma forma que para os compostos fenolicos
anteriores. Tragaram-se os graficos de Abs = f (tempo) para diferentes volumes de
vinho. A figura 27 mostra esta representagdo para o vinho enriquecido com maior
quantidade de procianidinas (2,0 g L") onde € visivel uma clara inibi¢do da actividade

de tripsina com o aumento do volume de vinho testado testado.

1,0
08 —
0,6
-—- controlo
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0,0 T T T . o - o 1 o -1 o . |
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Figura 27. Cinética da actividade de tripsina (0,072 g L") em tampio fosfato (200 mM, pH
7,5) para diferentes volumes de um vinho suplementado com procianidinas (2,0 g L™"). A
concentragdo de BApNA foi de 0,18 g L. Para simplificar cada curva representa a média

de ensaios em triplicado. Ensaios efectuados a 37°C.
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Os resultados obtidos com os restantes vinhos suplementados em procianidinas
sdo semelhantes. Com base nos dados de Abs = f (tempo) determinaram-se as
velocidades iniciais relativas (Vi/V;) para cada volume estudado e para cada um dos
quatro vinhos. A representagdo das velocidades relativas em fun¢do do volume de

vinho encontra-se na figura 28.
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Figura 28. Velocidade relativa da actividade de tripsina (Vi/Vc¢) em fungéo do volume de
vinho para vinhos suplementados com procianidinas. m Referéncia (sem procianidinas
adicionadas); A 0,5 g L' de OPC adicionadas; ® 1,0 g L' de OPC adicionadas; m 2,0 g L
de OPC adicionadas.

Pode observar-se uma diminuigdo da velocidade relativa com o aumento do
volume de vinho para todos os vinhos. No entanto, esta diminuigdo ¢ linear apenas
para volumes baixos de vinho, tal como foi observado para os ensaios com as frac¢bes

de procianidinas [V e V.
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Com base no declive da recta na fase inicial das curvas experimentais (menores

volumes de vinho) determinou-se o Fi de tripsina pelos vinhos (tabela 15).

Tal como esperado o vinho do Porto ndo suplementado (referéncia) apresenta Fi
bastante inferior ao dos outros vinhos sendo o vinho suplementado com 2,0 g L™ o
que apresenta o valor de Fi mais elevado. A inibi¢do verificada com os vinhos 0,5 e
1,0 g L' é semelhante entre si. Como se pode ver pela analise da tabela 14, existe uma
correlagdo directa entre o factor de inibi¢do destes vinhos e a concentragdo de
compostos em fenodis totais uma vez que estre concentragdo € semelhante nos vinhos

suplementados com 0,5¢ 1,0 g L™

Tabela 14. Factores de inibigdo da actividade de tripsina e conteido fendlico total para vinhos
do Porto enriquecidos com diferentes quantidades de procianidinas oligoméricas. Valores
com superscritos diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0,05); valores com

superscritos iguais ndo sdo significativamente diferentes.

Suplemento de Factor de inibigao (Fi) Fendis totais *
procianidinas OPC (g L") x10° (gL

Referéncia (0 gL™) 1,3+0,22 0,26 + 0,01 ®

05gL” 23+02° 0,47 +0,01°

1,0gL" 20+0,3° 0,49 +0,02°

20gL” 51+0,5° 0,73+0,01°

* expresso em equivalentes de catequina

Apesar das quantidades de procianidinas adicionadas serem diferentes as
diferengas na concentragdo de fendis totais apds 9 anos ndo sdo significativas nos
‘ vinhos suplementados com 0,5 e 1,0 g L-1 de OPC. O vinho de referéncia apresenta o
menor conteudo de compostos polifendlicos € o vinho suplementado com a maior

quantidade apresenta o teor mais elevado de fendis totais.
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Uma possivel explicagdo para as alteragdes no conteudo de fendis totais no
vinho s#0 as reacgdes ocorrentes durante o envelhecimento do vinho em garrafa. A
evolugdo de uma mistura tdo variada de compostos organicos como ¢ o vinho é
bastante complexa sendo os produtos das transformagdes de compostos fendlicos
ainda pouco conhecidos. Sabe-se que antocianinas e flavanois condensam entre si,
directa (Somers 1971; Liao ef al. 1992) ou indirectamente, envolvendo o acetaldeido,
(Bakker et al 1993; Rivas-Gonzalo et al 1995), formando estruturas com
caracteristicas fisico-quimicas diferentes das originais e por vezes mais polimerizadas

que tendem a precipitar (Mateus ef al. 2001)

De facto, foram observados depdsitos aderentes a garrafa em todos os vinhos
suplementados € no vinho de referéncia, indicativos de perda de componentes do
vinho, contribuindo para uma diminui¢&o do teor total em moléculas fenolicas. Estas
transformacdes alteram certamente o poder inibitorio dos polifendis originais do

vinho face a actividade de tripsina.
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6.2. Estudos cinéticos com vinhos comerciais.

O método desenvolvido para o estudo da inibigdo de tripsina foi também
aplicado a vinhos comerciais. Foram seleccionados vinhos de mesa branco e tinto ¢
um vinho do Porto novo. A figura 29 apresenta o grafico de Vi/Vc em fungéo do
volume de vinho. Novamente se observa, para volumes altos de vinho a velocidade
relativa se mantem constante provavelmente como resultado de um excesso de
compostos inibidores de tripsina sendo Fi calculado recorrendo a parte inicial das

curvas.
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Figura 29. Velocidade relativa da actividade de tripsina (Vi/Vc) em fungdo do volume de
vinho para vinhos comerciais testados. m Vinho de Mesa Branco; m Vinho de Mesa Tinto;
m Vinho do Porto Tinto.
Os resultados relativos aos vinhos de mesa mostram que o vinho de mesa tinto
apresenta um factor de inibi¢do bastante superior ao vinho branco (Tabela 15). Este
resultado é concordante com o teor de fendis totais que também ¢ maior para o vinho

de mesa tinto.
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A comparagfo entre o vinho de mesa tinto e o vinho do Porto indica que o
ultimo tem uma capacidade para inibir a actividade de tripsina bastante superior. Este
resultado ¢ novamente concordante com o teor em polifendis totais de cada um dos
vinhos. Ainda assim, apesar de o valor para Fi ser 3,2 vezes superior para o vinho do
Porto, o seu teor em fendis totais ndo chega sequer ao dobro do determinado para o
vinho de mesa tinto. Isto parece indicar que a quantidade de compostos fenolicos nio
¢ o tunico factor relevante sendo necessario simultaneamente considerar a sua

complexidade estrutural e a natureza dos compostos fendlicos.

Tabela 15. Factores de inibi¢do (Fi) da actividade de tripsina e concentragdo fendlica total
para vinhos comerciais. Valores com superscritos diferentes sdo significativamente diferentes

(P <0,05); valores com superscritos iguais ndo sdo significativamente diferentes.

Factor de inibigao (Fi)  Fendis totais*

Vinho Comerciais: x10° @ L'1)

Vinho de Mesa Branco 1,5+04° 0,015 + 0,006 d

Vinho de Mesa Tinto 44+0,7" 1,80 £ 0,01 °

Vinho do Porto 13,7+1,7° 3,15+0,02'

* expresso em equivalentes de catequina

Poder-se-ia pensar que as diferencas se deveriam a um maior teor em etanol no
vinho do Porto, no entanto estudos realizados indicam que a interacg¢do entre
compostos fendlicos e proteina é prejudicada pela presenca de etanol (Calderon et al.
1968) Neste caso esperar-se-ia um menor valor de Fi para o vinho com maior teor

alcodlico.
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9, Estudos cinéticos com bebidas nio alcoolicas.

Uma abordagem idéntica a aplicada ao vinhos foi tentada com outras bebidas
que sdo fontes importantes de compostos fendlicos na dieta. Estudou-se a inibigdo de
tripsina na presenca de algumas bebidas ndo alcoodlicas com base em frutos.
Escolheram-se trés sumos de frutas diferentes, nomeadamente sumo de laranja, sumo
de frutos vermelhos (uva, amora, morango, framboesa ¢ arando) € um sumo de varios
frutos (maga, uva, ananas, laranja); todos estes sumos sdo preparados a base de
concentrado. Escolheram-se ainda duas bebidas, uma com base em extractos de cha e

outra isotonica.

Dada a complexidade da composi¢do dos sumos comerciais de fruta analisados
foi necesséario atender a alguns factores importantes durante a sua andlise. Foi
necessario filtrar estes sumos por forma a remover sélidos que poderiam originar
interferéncias por difrac¢do aquando das leituras colorimétricas. Foi ainda necessario
considerar a presenga de interferéncias nos ensaios de determinagdo do teor em

polifendis totais como o acido ascdrbico.

A adigdo de acido ascorbico em sumos de fruta é muito frequente e tem como
objectivo aumentar a estabilidade do sumo a oxidagdo, diminuir o pH do produto e
conferir uma vantagem comercial ja que o acido ascérbico ¢ um composto com
propriedades vitaminicas importantes (Bremus ef al. 2006). Este composto € redutor ¢
uma das interferéncias reconhecidas na determinagéo de polifendis totais pelo método
de Folin-Ciocalteus (Scalbert et al. 2000). Foi necessario proceder a sua remogao dos
sumos através de um gel de C18 (ver parte experimental) (Georgé et al. 2005). A
adsor¢do em coluna de gel C18 permite a remocgdo total do acido ascorbico como se
mostra num ensaio em agua com concentra¢des de acido ascorbico iguais as presentes

nos sumos (300 mg L '1) (Fig. 30).

105




RESULTADOS EXPERIMENTAIS

Observa-se que na solugdo inicial o poder redutor total, medido no ensaio de
Folin-Ciocalteu corresponde a cerca de 0,150 g L' de catequina, na fase organica
recuperada do gel de C18 a partir dessa solugdo este teor ¢ nulo indicando uma

remogdo da totalidade do acido ascérbico presente.
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Figura 30. Concentragdo de compostos redutores, numa solugdo aquosa de 4cido ascorbico

(300 mg L") e no extracto organico obtido apos passagem no gel de C18.

Aplicou-se este método a sumos de fruta. A figura 31 apresenta o teor em fendis
totais determinado pelo método de Folin-Ciocalteu nos sumos de fruta e nos extractos

obtidos apos passagem no gel C18.
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Figura 31. Compostos redutores totais obtidos pelo método de Folin-Ciocalteus para os sumos

e para os extractos obtidos apos passagem no gel C18.
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Constata-se que para todas as amostras o teor em compostos redutores totais
determinados pelo método de Folin-Ciocalteu diminui significativamente apos a
passagem por C18. Esta diminuigdo deve-se essencialmente a remogdo de écido
ascorbico ficando em solugdo essencialmente os compostos fenodlicos. No entanto,
podera também ocorrer remogdo de compostos fendlicos hidrossoliveis que serdo
arrastados na fase aquosa juntamente com o acido ascorbico bem como a retengdo no
gel de C18 de compostos fenolicos de grandes dimensdes que poderdo ndo ter sido

removidos da coluna de C18 com simples eluigdo com metanol (Georgé ef al. 2005).

Para todas as bebidas ndo alcodlicas foram realizados ensaios de inibigdo da
tripsina. Estes foram efectuados com os sumos apés clarificagdo por filtragdo ndo
sendo efectuada adsorcdo em C18 ja que ndo foi até ao momento relatada a
interferéncia de acido ascorbico na determinagdo da actividade de tripsina. Seguindo o
método de avaliagio de inibi¢do de tripsina descrito anterimente foram feitas
representacdes de Aabs = f(tempo) a partir das quais se determinaram as velocidades
relativas da hidrélise Vi/V.) do substrato BApNA. Representou-se Vi/V. = f (volume

de amostra) e determinou-se o factor inibitério (Fi) (Fig. 32).
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Figura 32. Velocidade relativa da actividade de tripsina (Vi/Vc) em tungdo do volume de

sumo. m Isotonica; m Tutti-Frutti; m Frutos Vermelhos; m Laranja; e Iced Tea.

Tal como observado para os ensaios anteriores a velocidade relativa da

actividade de tripsina diminui com o aumento do volume de amostra.
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Na tabela 16 estdo representados os factores de inibigdo calculados para cada uma das
amostras de sumo e os teores em fendis totais das mesmas (apds a remogédo de acido

ascorbico).

Tabela 16. Factores de inibigdo da actividade de tripsina para sumos comerciais e conteudo
em fenois totais obtido no extracto dos mesmos apds passagem no gel C18. Valores com
superscritos diferentes sdo significativamente diferentes (P < 0,05); valores com superscritos

iguais ndo sdo significativamente diferentes.

Bebida Factor de inibicao (Fi) x 10 ¥ Fendis totais (g L") *
Iced Tea Limao 2,97 +0,07 2 0,148 + 0,001
Isotonica 0,38 + 0,08 ° ndo detectados
Néctar Tutti-Frutti 0,42 +0,03° 0,068 = 0,005
Néctar Frutos-Vermelhos 0,76 + 0,03 ° 0,203 + 0,007
Néctar Laranja 1,95+ 0,08 ° 0,061 + 0,007

* expresso em equivalentes de catequina

Nio se verifica uma relagdo directa entre o teor de fenois totais e o factor de
inibicdo da actividade de tripsina contrariamente ao que se verificou nos ensaios
efectuados com vinhos. Neste caso as amostras sdo bastante diferentes entre si ja que
foram obtidos a partir de matérias vegetais diferentes e por isso apresentam classes de

compostos fendlicos e concentragdes dos mesmos muito distintas.

A bebida isotonica e o néctar de tutti-frutti apresentam valores idénticos para a
inibi¢do da actividade de tripsina. A bebida isotonica ndo contém nenhum ingrediente
de origem vegetal na sua composi¢do, assim os compostos polifendlicos ndo estdo
presentes na sua composicdo. Para este caso a inibi¢do detectada poder-se-4 dever a
algum outro componente da mistura. O néctar de tutti-frutti apresenta um valor para o
teor em compostos fenolicos mais elevado mas, aparentemente, insuficiente para

causar uma diferenga significativa na inibi¢éo da actividade de tripsina.

O sumo de laranja apesar de apresentar um teor de compostos fendlicos mais

reduzido que o sumo de tutti-frutti é mais eficaz a inibir a actividade de tripsina.
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O refrigerante com extractos de cha foi o que apresentou maior valor de Fi, ndo
sendo no entanto a bebida que apresenta o maior teor em compostos fendlicos. Por
outro lado o néctar de frutos vermelhos apresenta teores em compostos fenolicos
superiores e uma inibi¢do da actividade de tripsina relativamente baixa. Para este caso
podemos referir que, a indicagdo dada pelo produtor é de que este sumo contém
flavonoides ndo sendo esclarecida a sua natureza. Estes poderdo ser de varias classes,
tendo em conta a composigio do sumo (uva, amora, morango, framboesa e arando), as
antocianinas serdo um dos grupos maioritarios. Os dados existentes até a0 momento
ndo indicam uma interac¢do muito extensa de antocianinas com proteinas. Num
estudo da inibicdo de a-amilase verificou-se que a remogdo de antocianinas de um
extracto de framboesa diminuia apenas ligeiramente a inibi¢do da enzima. Os autores
do estudo concluiram que outros compostos fendlicos ndo antocianicos serdo
responsaveis pelo maior efeito inibitério de a-amilase nomeadamente os taninos

elagicos (McDougall ef al. 2005).

Analisando o conjunto destes resultados pode-se concluir que o contetdo de
compostos fendlicos ndo serd o pardmetro mais importante mas sim a sua estrutura.
No Iced Tea a preseng¢a de compostos poliméricos como procianidinas ou polimeros
caracteristico do cha como Oolonghomobisflavanos (Nakai et al 2005) ¢

provavelmente responsavel pela elevada inibigio da actividade de tripsina observada.
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CONCLUSAO

Em seguida apresentam-se, de forma resumida, quais os objectivos cumpridos e

as conclusdes mais relevantes.

Foi possivel adaptar uma metodologia que permite estudar o efeito de inibidores
polifenolicos na actividade de tripsina. Foi ainda possivel utilizar uma abordagem
cinética que, apesar de diferenciada da abordagem classica, se provou versatil e
robusta. Carece obrigatoriamente de mais estudos antes que possa ser generalizada e/

ou estabelecida como metodologia de referéncia.

Ainda assim, recorrendo a esta metodologia, pdde verificar-se uma inibigéo
significativa da enzima digestiva proteolitica tripsina por parte de procianidinas
oligoméricas extraidas de grainha da uva bem como por taninos hidrolisaveis
adquiridos comercialmente. Concluiu-se que estes ultimos apresentam um poder
inibitorio superior, no entanto, devido a sua reduzida presen¢a em alimentos, ndo

deverdo ser inibidores relevantes na alimentagdo humana.

Provou-se que a inibigdo de tripsina por procianidinas de grainhas de uva
depende da concentragdo destes compostos fenolicos em solugdo. Provou-se ainda
que a inibigdo por parte de procianidinas depende também do seu grau de
polimerizagdo médio sendo que esta aumenta com o aumento do grau de
polimerizagdo. Verificou-se que a inibigdo por taninos hidrolisaveis também depende

da complexidade estrutural dos mesmos.

Este método colorimétrico foi utilizado com sucesso na analise do efeito
inibitério da actividade de tripsina de vinhos e outras bebidas comercialmente
disponiveis. Verificou-se que a interferéncia mais relevante neste método € o pH, no
entanto esta limitacdo foi ultrapassada com uma cuidadosa tamponagdo das bebidas

para o pH dos ensaios (7,5).
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Verificou-se que vinhos de mesa brancos e tintos e vinhos do Porto comerciais €
enriquecidos com procianidinas bem como sumos de frutas tém um efeito inibitdrio
sobre tripsina. Para os vinhos do Porto suplementados verificou-se um aumento da
capacidade inibitdria da actividade de tripsina com o aumento da suplementagdo com
extractos oligoméricos de procianidinas. Ao comparar estes ultimos com os vinhos
comerciais observa-se que esta inibi¢do parece depender ndo apenas da concentragdo
total de compostos fendlicos nos vinhos mas também da sua complexidade estrutural.
A analise dos sumos de fruta mostrou uma relagdo entre o contetido de fendis totais e
a inibi¢do enzimatica, no entanto, tal como para os vinhos, parece haver uma relagéo

entre esta inibi¢do e complexidade estrutural dos polifendis das bebidas.

A extrapolacdo de estudos realizados in vitro para actividades in vivo deve ser
efectuada com o maior cuidado por forma a evitar quer alarmismos quer optimismos
precipitados. Ainda assim, dado o papel chave da tripsina na activa¢io da maioria das
outras enzimas digestivas (Neurath et al. 1976), podemos esperar algum efeito
antinutricional de compostos polifendlicos, nomeadamente das procianidinas. Os
resultados obtidos suscitam algumas questdes interessantes, principalmente devido a

complexidade do processo digestivo.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Com base nos resultados obtidos e na analise da literatura especializada ndo ha
duvidas que os polifen6is tém um papel importante na inibi¢do enzimatica. Existem,
no entanto, alguns pontos importantes por estudar antes de se poder definir as
caracteristicas antinutricionais dos polifenois tais como a sua estabilidade digestiva, a
relagdio entre complexidade estrutural e actividade inibitéria € a interacgdo com os

restantes componentes da matriz alimentar.

Durante a digestio gastrica simulada de extractos polifendlicos de vinho
verificou-se que no existiam alteragdes na sua composi¢do (McDougall ef al. 2005).
Neste mesmo estudo verificou-se que, no caso da digestdo intestinal simulada, existia
um fendmeno de conjugagdo entre polifendis apenas se detectando 5 compostos

fenolicos partindo de um vinho com mais de 20 antocianinas e derivados glicosidicos.

Numa revisdo de resultados de estabilidade biologica pos digestdo pancredtica
(Bermudez-Soto ef al. 2007) ¢ referido que ndo ocorre degradagio significativa de
compostos provenientes de fontes tdo variadas como brécolos, cacau, framboesa,
cebola, e sumos de fruta. E ainda relatado que durante a digestio pancreatica ocorre,
para a maioria das fontes, uma desglicosilagdo e por vezes uma conversdo a
chalconas. Assim se constata que a biodisponibilidade, pelo menos das formas mais
poliméricas, de compostos fendlicos ndo ¢ conhecida. E necessario saber se os
polimeros fenélicos que, como provado in vitro, inibem enzimas digestivas, chegam
intactos ao intestino. A clarifica¢do do fenomeno da biodisponibilidade seria uma das

vias a seguir num futuro préoximo.
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Como conclusdo do presente trabalho foi apresentada uma relagfo entre o grau de
polimerizagdo de procianidinas e a sua capacidade para inibir tripsina. Foi ainda
demonstrado que para outros composto fendlicos a complexidade estrutural parece
estar também relacionada com o poder inibitério. Também se pode referir que o
presente trabalho abordou apenas a inibi¢do de uma enzima, ainda que chave, no
metabolismo digestivo. Assim seria interessante efectuar um estudo idéntico ao
realizado com outras enzimas digestivas, nomeadamente glicosidases e lipases. Para
além disso seria importante ter em consideragdo alguns aspectos que se prendem com

a origem dos polifendis e a sua estrutura:

— Utilizagdo de extractos hidroalcoolicos ricos em compostos fendlicos a partir

de frutos variados com diferentes composi¢des fenolicas.

— Avaliagio do efeito da estrutura dos polifendis na inibi¢do das enzimas
seleccionadas, tais como o grau de polimerizagdo e galoilagio de
proantocianidinas, o tipo de unidade monomérica ((+)-catequina, (-)-
epicatequina, (+)-galhocatequina, (-)-epigalhocatequina), o tipo de ligagdo
interflavandide (C4-C6 ou C4-C8); em diferentes antocianinas, vitisinas e

portisinas (piranoantocianinas).

O ultimo ponto a clarificar é a interacg¢do de outros componentes da matriz
alimentar na interac¢io tanino-enzima. N#o existem neste momento estudos
efectuados no que se refere a influéncia de outros componentes da matriz na
actividade inibitoria de polifenodis, os dados existentes limitam-se & interacgdo de
compostos fendlicos com proteinas (sem fungfio enzimatica). Por nefelometria
provou-se que gomas alimentares (goma arabica e xantano) usadas como espessantes
em varias aplicagdes industriais possuiam capacidade para inibir a formagéo e mesmo
resolubilizar agregados entre proteina-polifenol j& formados (Carvalho et al. 2006).
Na sequéncia destes resultados seria interessante evidenciar o papel de polissacaridos
presentes nos alimentos na inibigdo da complexagdo entre polifendis e enzimas
digestivas e na inibi¢do da actividade de enzimas digestivas provocada pelos

compostos fendlicos.
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