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“Wine is a biochemical challenge. It is
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Resumo

As antocianinas constituem um grupo de pigmentos naturais
pertencentes a familia dos flavondides, as quais estdo largamente
distribuidas nos frutos, nos vegetais e no vinho tinto. Como potentes
antioxidantes, as antocianinas parecem ser pelo menos parcialmente
responsaveis pelos efeitos protectores do consumo regular e moderado de
vinho tinto no desenvolvimento de doencas cardiovasculares, provavelmente
devido a prevencdo do dano oxidativo das lipoproteinas plasmaticas de
baixa densidade (LDL). O presente estudo teve como objectivo avaliar e
comparar as propriedades antioxidantes de quatro antocianinas
estruturalmente relacionadas - a pelargonidina, a cianidina, a malvidina e a
malvidina-3-glucésido - contra a oxidacdo de LDL humanas promovida quer
pelo azocomposto AAPH quer por dois oxidantes fisiologicamente relevantes
no contexto da aterogénese, a ferriimioglobina e o peroxinitrito. A sua
capacidade para reciclar o o-tocoferol (o-TOH), o principal antioxidante
lipofilico presente nas LDL, foi igualmente estudada. Quando a oxidacao foi
iniciada quer pelos radicais peroxilo gerados pelo AAPH quer pela
ferrilmioglobina e avaliada pelo decaimento da fluorescéncia do acido
cis-parinarico (cis-PnA) incorporado nas LDL e pela formagéo dos dienos
conjugados, todas as antocianinas indicadas, em concentracbes
relativamente baixas, inibiram fortemente o dano oxidativo das LDL. No
entanto, a cianidina e a malvidina revelaram-se bastante mais eficientes do
que a pelargonidina, e a malvidina-3-glucésido exibiu uma maior actividade
antioxidante do que o homdlogo ndo glicosilado, a malvidina. Quando a
oxidagao foi iniciada pelo peroxinitrito e avaliada pelas alteragdes na carga
da superficie da apoB, a pré-incubagao das lipoproteinas com a cianidina, a
malvidina ou a malvidina-3-glucésido levou a eficiente inibicdo das
modificagbes oxidativas da apoproteina das LDL, em contraste com a
pelargonidina que ndo mostrou nenhum efeito significativo. Por outro lado,
todas as antocianinas em estudo diminuiram significativamente a formacgao

de grupos carbonilo nas LDL mediada também pelo peroxinitrito. A medicao




directa, por EPR, do radical a-tocoferoxilo, num modelo experimental de
micelas de SDS contendo a-TOH, evidenciou que as antocianinas reduzem
fortemente a intensidade do sinal desse radical, revelando deste modo uma
potente capacidade para regenerar o o-TOH, quando comparado com o
acido cafeico, um composto de referéncia conhecido por esta
particularidade. Curiosamente, a malvidina-3-glucésido mostrou ser a
antocianina menos eficiente. Face aos resultados obtidos, a relacéo entre as
estruturas quimicas das antocianinas e as suas actividades antioxidantes foi
discutida.

Em conclusao, os resultados aqui apresentados sugerem que a forte
capacidade das antocianinas para protegerem as LDL do dano oxidativo e
para regenerarem o o-TOH pode contribuir, de modo significativo, para os
efeitos benéficos atribuidos aos compostos polifendlicos da dieta, e em
particular aos contidos no vinho tinto, na prevengao e desenvolvimento das

doencas cardiovasculares.




Abstract

Anthocyanins are a group of naturally pigments belonging to the
flavonoid family that are widely distributed among flowers, fruits, vegetables
and red wine. As potent antioxidants, anthocyanins are thought to be partially
responsible for the protective effects of regular and moderate consumption of
red wine against cardiovascular diseases, probably by preventing low density
lipoproteins (LDL) from oxidative damage. In this regard, the present study
was designed to evaluate and compare the antioxidative properties of four
structurally related anthocyanins - pelargonidin, cyanidin, malvidin and
malvidin-3-glucoside - against human LDL oxidation promoted either by the
azocompound AAPH, or two physiologically relevant oxidants in the context
of atherogenesis, ferrylmyoglobin and peroxynitrite. Their ability to recycle
o-tocopherol (o-TOH), the most abundant lipophilic antioxidant present in
LDL, was also studied. When LDL oxidation was initiated either by
AAPH-generated peroxyl radicals or ferrylmyoglobin, as determined by the
fluorescence decay of incorporated cis-parinaric acid (cis-PnA) and
conjugated dienes formation, those anthocyanins, in relatively low
concentrations, strongly inhibit LDL oxidative damage, being cyanidin and
malvidin far more efficient as compared with pelargonidin. Also,
malvidin-3-glucoside exhibited a stronger antioxidant activity than malvidin,
the non glicosilated derivative. On the other hand, and as evaluated by
alterations in the apoB net surface charge, LDL apoprotein modifications
promoted by peroxynitrite were efficiently inhibited by pre-incubation of
lipoproteins with cyanidin, malvidin or malvidin-3-glucoside, while almost no
effects were observed with pelargonidin. Moreover, all the anthocyanins
under study significantly decreased peroxynitrite-mediated carbonyl groups
formation in LDL. On the other hand, direct EPR measurements of
o-tocopheroxyl radical, in the experimental model of UV irradiated
o-TOH-containing SDS micelles, showed that the anthocyanins strongly

reduce the signal intensity of that radical pointing to their highest abilities to




recycle a-TOH although malvidin-3-glucoside was far less effective. The
relationship between anthocyanins structures and antioxidant activities is
also discussed. Our data suggest that the strong ability of anthocyanins to
protect LDL against oxidative damage promoted by relevant physiological
oxidants, in the context of atherogenesis, and to recycle o—TOH, may
strongly contribute to the beneficial effects of natural dietary polyphenolic
compounds, including those contained in red wine, against the risk of

cardiovascular disease.




Introdugao

1 INTRODUGCAO

1.1 Aterosclerose e a sua relagcao com a doenca arterial

coronaria

A principal causa de morbilidade e mortalidade nos paises
desenvolvidos é a doenga cardiovascular, a qual inclui a doenca arterial
coronaria, a insuficiéncia cardiaca congestiva e o enfarte do miocardio. A
aterosclerose € a principal causa subjacente a estas doengas, sendo
responsavel por mais mortes do que as provocadas pelo somatério de todos
os tipos de cancro.

Embora esta patologia seja maioritariamente um problema dos paises
desenvolvidos, que envolve elevados custos econdmicos, a Organizagao
Mundial de Saude prevé que a prosperidade econdmica possa conduzir a
uma epidemia da aterosclerose e que em 2010 esta doenca constitua a
principal causa de morbilidade a nivel mundial (Chapman et al., 2003). Esta
previsdo tem como base os habitos alimentares ocidentais e o estilo de vida
sedentario que os paises desenvolvidos e/ou em vias de desenvolvimento
tém vindo a adquirir. A compreensao da fisiopatologia da aterosclerose
torna-se, assim, essencial para a sua deteccéo precoce, bem como para o
desenvolvimento de terapéuticas de prevencéo e tratamento desta doenca.

Genericamente, a aterosclerose é uma doenca inflamatéria cronica
caracterizada pela formacdo de ateromas nas artérias de médio a grande
calibre. Os ateromas sao placas, compostas essencialmente por lipidos e
tecido fibroso, que se vao formando no endotélio arterial o que conduz
gradualmente a uma diminuicdo do lumen do vaso sanguineo podendo
originar a obstrugdo total do mesmo. Este processo pode ser bastante
insidioso podendo durar décadas até que a reducdo do fluxo sanguineo
conduza a uma perda da fungao cerebral ou cardiaca e, assim, a um

possivel acidente vascular cerebral ou a um enfarte do miocardio,




Introdugao

respectivamente. Estas manifestagdes clinicas da ateroslerose sdao muitas
vezes referidas como doenga vascular cerebral e doenga arterial coronaria.

Estudos epidemiolégicos tém indicado que a aterosclerose € uma
doenca multifactorial, para a qual contribuem multiplos factores, tanto
genéticos como ambientais. A idade, o sexo, a obesidade, o tabagismo, a
hipertensao e a diabetes sido alguns dos factores de risco mais importantes
para a ocorréncia de acidentes cardiovasculares. Outro dos factores mais
relevantes é a concentragao de colesterol no plasma. Atendendo a que 70 %
deste colesterol é transportado pelas lipoproteinas de baixa densidade
(LDL), ndo sera de estranhar que uma concentragédo de LDL plasmatica
elevada seja um factor de risco primario para o desenvolvimento da
aterosclerose e da doenca arterial coronaria (Inkeles et al., 1981). Em
concordancia com estas observacbes, varios estudos prospectivos tém
fundamentado o papel critico das LDL na etiologia da aterosclerose (Gardner
et al., 1996; Lamarche et al., 1997). Pelo contrario, varios estudos tém
demonstrado a existéncia de uma relacio inversa entre o colesterol contido
nas lipoproteinas de elevada densidade (HDL) e a aterosclerose (Mertens et
al., 2001).

Atendendo as implicagdes clinicas desta doencga, tem sido dado
grande destaque ao estudo dos mecanismos moleculares envolvidos na
aterosclerose e, em particular, a contribuicdo do stress oxidativo na sua
patogénese (Figura 1). Durante o desenvolvimento da aterosclerose na
intima arterial, a integridade do endotélio fica comprometida conduzindo, nao
s6 a um aumento da permeabilidade, a qual facilta a penetragcdo das
lipoproteinas aterogénicas na intima, como também a um aumento da
adesao, a qual facilita a migragdo dos mondcitos para o subendotélio e,
ainda, a uma diminuicdo da vasodilatagdo, a qual compromete o controlo
hemodinamico (Figura 1.1). A penetracao dos mondcitos na intima conduz a
sua tranformagdo em macrofagos e eventualmente em células esponjosas
ricas em colesterol. Estes macréfagos activados fagocitam as lipoproteinas

de baixa densidade oxidadas no espaco subendotelial (Figura 1.2).
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Figura 1. As diferentes etapas do desenvolvimento da aterosclerose. Durante a
aterogénese, a integridade do endotélio fica comprometida, donde resulta um
aumento da permeabilidade, a qual facilita a penetragdo das lipoproteinas
aterogénicas na intima, uma diminuicdo da vasodilatagdo e um aumento da
adeséo, a qual facilita a migragdo dos mondécitos para o subendotélio (1). Estes
mondcitos sao posteriormente transformados em macréfagos e, eventualmente,
em células esponjosas (2). A progressiva acumulagao de lipidos no espaco
subendotelial conduz a formagédo de estrias gordas envolvidas por uma capa
fibrosa que contém, nomeadamente, colagéneo e células musculares lisas (3).
A posterior acumulagao lipidica na lesdao resulta na morte celular e numa
eventual ruptura da placa (4). Adaptado de Fruchart, 2003.

A progressiva acumulagéo de lipidos (intra e extracelular) conduz a
formacéao de estrias gordas. O crescimento destas estrias leva a fomacao de
um nucleo lipidico, o qual se torna progressivamente isolado pela formacgéao
de uma capa fibrosa. Esta capa contém colagéneo, proteoglicanos e células
musculares lisas activadas (Figura 1.3). A sucessiva acumulacao de lipidos
no referido nucleo resulta na morte celular (apoptose) (Figura 1.4). O evento
crucial na transformacdo de uma placa estavel numa placa instavel é a sua

ruptura, a qual resulta numa trombose oclusiva parcial ou completa.
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1.2 Hip6tese da modificagao oxidativa da aterosclerose

Durante as Ultimas décadas e conforme referido anteriomente, tém
sido feitos enormes esforgcos para explicar os eventos associados ao
desenvolvimento da aterosclerose. Neste contexto, trés hipoteses distintas
estdo em investigacao activa: a hipétese de resposta a um dano, a hipétese
de resposta a retencdo e a hipétese da modificagao oxidativa. De salientar
que estas hipoteses ndo sdo mutuamente exclusivas mas pelo contrario
enfatizam diferentes conceitos sobre o desenvolvimento das lesbes
ateroscleréticas (Stocker et al., 2004).

Em suma, na hipdétese de resposta a um dano proposta por Ross
(1999), a aterosclerose inicia-se com um dano ou disfungéo endotelial que é
caracterizada pelo aumento da permeabilidade endotelial e pela deposicao
de LDL no espaco subendotelial. A hipétese de resposta a retencéo tem por
base a retencado das lipoproteinas como evento iniciador da aterosclerose.
Por sua vez, a hipotese da modificacdo oxidativa, proposta em 1989 por
Steinberg e colaboradores (1989), baseia-se no conceito de que as LDL no
seu estado nativo ndo sdo aterogénicas, embora as LDL modificadas
quimicamente o sejam, uma vez que sao rapidamente internalizadas pelos
macrofagos pela denominada via do receptor "scavenger".

Embora cada uma das hipéteses da aterosclerose tenha o seu evento
iniciador critico, elas possuem varios pontos em comum. Para além de todas
envolverem uma componente inflamatéria significativa, uma caracteristica da
aterosclerose largamente reconhecida, cada hipétese inclui também as LDL
como o elemento central na aterogénese, sendo particularmente importante
a sua concentragcdo, o seu tamanho e a sua modificagcdo quimica (Libby,
2002). Provavelmente, a hipdtese de destaque é a hipétese da modificagao
oxidativa, uma vez que ela salienta os eventos oxidativos na génese da
doenga vascular, os quais sao suportados pela evidéncia de que a oxidacao
das LDL ocorre in vivo € que contribui para a manifestagdo clinica da

aterosclerose (Herttuala et al., 1998). Alias, uma indicagéo indirecta desta
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oxidagao in vivo é o aumento de auto-anticorpos contra as novas epitopes
das LDL oxidadas (Salonen et al., 1992). Neste contexto, surgiram
recentemente ensaios de elevada sensibilidade para determinar a
concentracdo das LDL oxidadas em circulacdo no plasma humano usando
anticorpos monoclonais anti-LDLox como os E46 e os FOH1a/DLH3 (Itabe et
al., 1996; Toshima et al., 2000).

Segundo a hipdétese da modificacdo oxidativa, um dos mecanismos
cruciais para o reconhecimento das LDL pelo receptor "scavenger" é a via da
oxidagcdo dos lipidos e/ou da apoB-100 (Figura 2). Estas observagdes
constituem a base desta hipétese segundo a qual as LDL atravessam o
espaco subendotelial para locais arteriais com predisposicdo para o
desenvolvimento de lesdes (Diaz et al., 1997). Durante este processo, 0s
lipidos das LDL s&o sujeitos a oxidagdo, podendo também a apoB-100 ser
modificada, nhomeadamente os residuos de lisina, de modo que a carga
negativa da particula lipoproteica aumenta. Esta modificacdo da apoB-100
torna as LDL susceptiveis a captagao pelos macrofagos através do receptor
"scavenger" (Figura 2).

Assim, as LDL oxidadas contribuem para a aterogénese através de
varios mecanismos, nomeadamente: i) indugcdao do recrutamento de
mondcitos circulantes para o espago da intima; ii) inibicdo da capacidade
dos macréfagos residentes de abandonarem a intima; iii) aumento da
velocidade de captacdo das lipoproteinas pelos macréfagos que conduzirdo
a formacao das células esponjosas; iv) citotoxicidade das LDL oxidadas para
o endotélio e consequente perda da sua integridade. E a acumulagdo de
células esponjosas e a disfungdo endotelial que constituem a base para o
desenvolvimento da lesdo aterosclerética. O processo da oxidacdo das LDL
esta associado a wuma série de outros eventos potencialmente
pro-aterogénicos. Alias, durante os estados iniciais da oxidagédo das LDL, a
modificacdo dos lipidos das LDL pode ocorrer na auséncia de quaisquer
alteragbes da apoB-100. Tais LDL modificadas, normalmente denominadas
LDL minimamente modificadas (LDL-mm), induzem, in vitro, a sintese da

proteina quimiotactica dos mondcitos em ambas as células endoteliais e
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musculares lisas, resultando no recrutamento de células inflamatorias
(Cushing et al, 1990).

l Captura e catabolismo

de LDL circulante

Producéao de LDL oxidadas com a apoB
modificada a qual é reconhecida pelo

receptor “scavenger”

Figura 2. Hip6tese da modificagao oxidativa das LDL. As LDL ao penetrarem
na intima arterial tornam-se susceptiveis a oxidagao, iniciando-se assim o
ciclo lipidico de auto-oxidagdo. A resultante produgdo de LDL oxidadas
contendo a apoB modificada ndo permite o seu reconhecimento pelos
receptores normais mas antes pelos receptores "scavenger" nos macrofagos
activados. Adaptado de Fruchart, 2003.

Por sua vez, as LDL extensivamente oxidadas (LDLox), sé&o
quimiotacticas para os mondcitos e linfocitos T. As LDL oxidadas parecem
também estimular a proliferagdo das células musculares lisas e ser
imunogénicas por indugao da produgdo de auto-anticorpos, cuja formagao
facilita a internalizagéo das LDL pelos macrofagos (Salonen et al., 1992). O
recrutamento das células inflamatérias pode resultar numa oxidagao
continuada das LDL e assim conduzir a uma expansao catalitica da lesao
aterosclerdtica.

Em suma, a oxidacao das LDL desempenha um papel activo e decisivo
no desenvolvimento das doengas cardiovasculares (Toshima et al., 2000;
Holvoet et al., 2001).

10
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1.3 Oxidagao das LDL

Conforme referido anteriormente, cerca de 70 % do colesterol
plasmatico total é transportado pelas LDL, lipoproteinas de baixa densidade
cujo didmetro é de aproximadamente 26-27 nm (Figura 3).

Componente Peso, % Mol/LDL

Proteina

Apoliproteina B-100 22,0%1,9 1
Lipidos

Esteres do colesterol 423+38 1600

Fosfolipidos 22,3+3,9 700

Colesterol 9,6+0,7 600

Triacilgliceréis 59+27 180

Antioxidantes
o-TOH 6-12
CoQ,H, 0,5-1,0

Figura 3. Estrutura tridimensional de LDL obtida por criomicroscopia
electrénica. A cobertura laranja corresponde a monocamada superficial
contendo fosfolipidos, colesterol livre e apoB-100. O nlcleo amarelo
corresponde as camadas concéntricas de ésteres de colesterol e
triacilgliceréis. A composicdo quimica das LDL estd descrita a direita da
estrutura da lipoproteina. Adaptado de Esterbauer et al., 1992 e Orlova et al., 1999.

O nucleo central das particulas de LDL contém cerca de 1600
moléculas de colesterol esterificado e 170 moléculas de triacilgliceréis. Este
nucleo esta rodeado nao s6 por uma monocamada de 700 moléculas
fosfolipidicas mas também por 600 moléculas de colesterol livre. Embebida
na camada exterior esta uma molécula de apoB-100. Em suma, as LDL
contém aproximadamente 22 % de apoB-100, 22 % de fosfolipidos, 9 % de

11
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colesterol, 42 % de ésteres de colesterol e 5 % de triacilglicérois (m/m)
(Esterbauer et al., 1992; Orlova et al., 1999).

Cerca de metade dos acidos gordos na lipoproteina sao acidos gordos
polinsaturados (PUFAs), principalmente acido linoleico (C18:2) com
quantidades minoritarias de acido araquidénico (C20:4) e acido
docosahexaendico(C22:6). Estes PUFAs estdo protegidos contra a oxidagao
e o ataque de radicais livres através de varios antioxidantes, principalmente
o a-tocoferol (aproximadamente 6 moléculas por particula de LDL) e
quantidades minoritarias de v-tocoferol, carotendides, criptoxantina e
ubiquinol-10. As quantidades de PUFAs e de antioxidantes variam
significativamente de individuo para individuo, sendo influenciadas pela
dieta, donde resulta uma enorme variabilidade na susceptibilidade das LDL a
oxidacao (Mertens et al., 2001).

Muitos oxidantes s&o capazes de oxidar as LDL a particulas
reconhecidas pelos receptores "scavenger" expressos pelos macréfagos e
pelas células musculares lisas, e ndo reconhecidas pelos receptores apoB
das LDL. Conforme indicado anteriormente, o processo de oxidagao das LDL
parece ocorrer dentro da parede arterial, onde as principais células, incluindo
as células endoteliais, as células musculares lisas e os macréfagos
derivados dos mondcitos, produzem espécies reactivas capazes de oxidar
as LDL. Uma lista de possiveis oxidantes destas lipoproteinas esta
sumariada na Figura 4 e inclui os ides metalicos, as lipoxigenases, a
mieloperoxidase e as espécies reactivas de nitrogénio.

A oxidagdo in vitro das LDL pelos ies metalicos (como o Cu®")
ocorre em trés fases: uma fase inicial de laténcia (consumo de antioxidantes
enddgenos), uma fase de propagagao (oxidagéo rapida dos acidos gordos
insaturados a hidroperéxidos lipidicos) e uma fase de decomposi¢cao (os
hidroperéxidos sdo convertidos em aldeidos reactivos, como o aldeido
maldnico e o 4-hidroxinonenal) (Figura 4). A interaccao destes aldeidos com
0s grupos e-amina dos residuos de lisina da apoB carregados positivamente
tornam a particula de LDL mais electronegativa, resultando por um lado

numa diminuicdo da sua afinidade para o receptor de LDL e por outro num
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aumento da afinidade para os receptores "scavenger". E improvavel que
estes ibes metalicos livres sejam responsaveis pela oxidagao in vivo das
LDL. De facto, embora nao existam evidéncias da ocorréncia de ides
metalicos livres no plasma ou na parede arterial, a oxidagdo das LDL,
nomeadamente, pelo cobre é vulgarmente usada como modelo de oxidagao
in vitro.

Relativamente as lipoxigenases e mais concretamente a
15-lipoxigenase  sintetizada pelas células endoteliais e pelos
mondcitos/macréfagos, é sabido que esta enzima converte os acidos gordos
polinsaturados em hidroperéxidos lipidicos e por isso oxida as LDL (Figura
4). Varios estudos tém demonstrado que a expressdo aumentada da
15-lipoxigenase no endotélio vascular acelera a iniciagdo da aterosclerose
em ratos deficientes em receptores para as LDL (Harats et al., 2000).

Por sua vez, os fagdcitos activados ou macréfagos segregam
mieloperoxidase, uma enzima inflamatéria que gera espécies reactivas
incluindo o &cido hipocloroso (HOCI), as cloraminas, os radicais tirosilo e o
diéxido de nitrogénio (NO,). Estas espécies reactivas oxidam os lipidos, os
antioxidantes e a proteina das LDL (Mertens et al. 2001). As espécies
reactivas de nitrogénio geradas pelo sistema mieloperoxidase- H,O>- NO,
dos mondcitos convertem as LDL numa forma aterogénica, a qual é
avidamente captada e degradada pelos receptores "scavenger" dos
macrofagos, conduzindo a formacgao das células esponjosas (Figura 4).

No ambito das espécies reactivas de nitrogénio, o éxido nitrico (NO) é
um radical livre libertado por varias células vasculares nomeadamente pelas
células endoteliais. Este radical difunde-se e pode concentrar-se no nucleo
hidrofébico das LDL podendo actuar como um potente antioxidante (Rubbo
et al., 2005).

De facto, o ‘NO inibe a oxidagdo das LDL mediada ndo so pelo cobre
como também pelas células (Figura 4). O ‘NO é convertido em condigdes
aerdbicas em nitrito, o qual em baixas concentragcbes (12 uM comparada
com as concentracgdes fisioldgicas de 200 uM) inibe a oxidacdo das LDL

mediada pela mieloperoxidase (Figura 4).
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Células endoteliais

Macrofagos activados

16es metalicos (Cu?*,Fe?*) Lipoxigenase Mieloperoxidase
NO (dependente de ides metalicos) (independente de ides metalicos)
/\A Nlo
LDL: PUFAs  Hidroperéxidos L— Nitrito
1) Consumo de antioxidantes Espécies reactivas:
enddgenos - HOCL
- Cloramina
2) Peroxidagao lipidica nas LDL - Radicais tirosilo
-NO,

3) Formagéo de aldeidos reactivos

| )

Oxidagao proteica e lipidica

Aldeidos reagem com os residuos das LDL

lisina na apoB-100

e
|

Receptores “scavenger”
Células endoteliais
Macréfagos

Células musculares lisas

Figura 4. Mecanismos de oxidagéo das LDL. As particulas de LDL sofrem uma
oxidagdo progressiva na presenga das espécies reactivas de oxigénio e/ou
nitrogénio produzidas pelas células endoteliais, musculares lisas ou pelos
macrofagos. Os ides metalicos, as lipoxigenases, a mieloperoxidase e as
espécies reactivas de nitrogénio constituem alguns dos principais oxidantes
das LDL. Uma vez oxidadas, estas lipoproteinas sido captadas pelos
receptores "scavenger" das células endoteliais, dos macréfagos e das células
musculares lisas. Adaptado de Mertens et al., 2001.

O 'NO pode também actuar como um antioxidante através da captagéo
de radicais peroxilo e alcoxilo sendo igualmente um potente agente
vasodilatador. Em suma, o ‘NO possui propriedades anti-hipertensivas,
anti-trombdticas, anti-aterogénicas e anti-proliferativas das células
musculares lisas.

Contudo, o ‘NO reage com o anido superéxido (O,”) formando o anido
peroxinitrito (ONOO’), ocorrendo esta reacgdo a uma velocidade apenas
limitada pela velocidade de difusdo, k~10'"°M"'s™ (Radi et al., 2000). Este

anido € uma espécie reactiva de oxigénio e nitrogénio com fortes
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propriedades oxidantes e nitrantes sendo por isso um importante mediador
das modificagbes oxidativas das LDL. De facto, na parede vascular
facilmente ocorre a formagao do peroxinitrito devido por um lado a produgao
de 'NO pela sintase do 6xido nitrico endotelial (eNOS) e por outro as
conhecidas fontes de O,” na doenga vascular, as células endoteliais e
musculares lisas. Uma vez produzida, esta espécie reactiva induz quer a
oxidacdo e/ou nitracdo da apoB-100, quer a oxidacado lipidica e do
a-tocoferol nas LDL (Rubbo et al., 2005). O radical hidroxilo (HO") resultante
da decomposicdo do peroxinitrito também é responsavel pela oxidacao
destas lipoproteinas.

Embora varios oxidantes possam contribuir jn vivo para a oxidacao
das LDL, esta pode também ser classificada quanto ao mecanismo
envolvido em radicalar ou ndo radicalar (Niki et al.,, 2002). A oxidagao
induzida pelos ibes metalicos e pelo peroxinitrito derivado do 6xido nitrico
(‘NO) pressupde um mecanismo de radicais livres. Ja& o hipoclorito, por
exemplo, formado a partir do peréxido de hidrogénio e o do ido cloreto numa
reacgao catalizada pela mieloperoxidase, podem oxidar a apoB-100 por um
mecanismo nao radicalar, embora também possa induzir a peroxidacao
lipidica por um mecanismo radicalar via radical tirosilo. De referir que o
peréxido de hidrogénio (H,O,) é capaz de oxidar a metamioglobina dando
origem a ferrilmioglobina, um outro oxidante que ocorre in vivo e que é
também capaz de iniciar a peroxidacao lipidica das LDL sendo por estes
motivos biologicamente relevante no contexto da aterogénse (Dee et al.,
1991).

Em termos globais, a oxidacédo das LDL implica, em primeiro lugar, um
consumo dos seus antioxidantes e uma perda substancial dos PUFAs e do
colesterol, os quais sao oxidados a PUFAs oxidados e a oxisterois,
respectivamente. De facto, as LDL oxidadas, isoladas do plasma de
individuos com doenca arterial coronaria, sao caracterizadas por uma
mobilidade electroforética em gel de agarose cerca de 1,3 vezes superior a
da fraccdo de LDL nativas isoladas de individuos saudaveis, bem como por

uma reducgado em 75 % dos niveis de araquidonato e em 80 % dos niveis de
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acido linoleico. Cerca de 60 a 90 % dos residuos de lisina na apoB-100 das
LDL oxidadas sofrem derivatizacao com aldeidos resultantes da peroxidagao
lipidica. Estas caracteristicas sugerem que a oxidacgao in vivo das LDL nao
resulta de uma oxidacao extensiva das LDL pelos ides metalicos mas antes
pela oxidacdo mediada pela actividade celular enzimatica na parede arterial
(Mertens et al., 2001).

Assim, apesar de varios marcadores especificos para diferentes
oxidantes terem sido identificados e observados em lesbes ateroscleroticas
humanas, evidenciando a sua participacdo na aterogénese, a complexidade
dos mecanismos subjacentes a oxidagdo das LDL tem justificado uma
profunda investigacdo acerca da identificacdo desses oxidantes, da

extensdo da oxidagdo bem como dos potenciais inibidores dessa oxidacéao.

1.4 Papel dos antioxidantes da dieta na prevenc¢ao da

aterosclerose

O organismo humano dispbe, naturalmente, de mecanismos de defesa
antioxidante enddgenos, os quais podem ser genericamente agrupados em
sistemas enzimaticos, tais como as superoxido dismutases (SOD), as
peroxidases e a catalase, e ndo enzimaticos, como o glutatido, a albumina, a
transferrina, a ceruloplasmina e a lactoferrina. Embora ambos os sistemas
sejam capazes de captar os radicais livres e reparar o dano oxidativo de
lipidos, proteinas e DNA, & reconhecido que a abundéancia de antioxidantes
no plasma parece contribuir fortemente para esta defesa. Em particular, esta
demonstrado que os antioxidantes de baixo peso molecular hidrossoluveis e
presentes no plasma, como por exemplo o acido Urico, o acido ascorbico
(vitamina C), os tidis e a bilirrubina apresentam efeitos benéficos ao nivel da
prevencdo da oxidagdo das LDL (Halliwell, 1996). Além disso, os

antioxidantes lipossoluveis associados as LDL, como a vitamina E (o- e
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B-tocoferdis), os carotendides (principalmente o B-caroteno e o licopeno) e o
ubiquinol-10 apresentam também elevada actividade na protecgcédo das LDL
contra a oxidacgao.

Atendendo a que o equilibrio entre os pro-oxidantes e os antioxidantes
determina a extensao de oxidacdo das LDL, o consumo de dietas ricas em
antioxidantes sera decisivo na prevencao deste processo oxidativo bem
como da consequente aterogénese. De facto, varios estudos
epidemioldgicos que relacionam o consumo de antioxidantes da dieta com a
reducdo na incidéncia de doencgas cardiovasculares, tém evidenciado uma
associagdo inversa entre a ingestdo de varios frutos ou vegetais e a
mortalidade normalmente associada a estas doengas (Marchioli et al., 1999;
Cherubini et al., 2005). Alias, varios estudos em humanos tém indicado que
o0 consumo de antioxidantes, e em particular de vitamina E, esta associado a
uma redugdo do risco coronario (Diaz et al., 1997).

As principais categorias de antioxidantes da dieta protectores das LDL
incluem varios nutrientes antioxidantes, nomeadamente o a-tocoferol (a
forma activa da vitamina E), o acido ascérbico, os carotendides (como o
licopeno e o (B-caroteno), o coenzima Q10 e os polifendis. Como € sabido,
estes antioxidantes estdo naturalmente presentes em elevadas
concentragdes, individualmente ou associados, em varios alimentos, tais
como os frutos, os vegetais, o azeite, o vinho tinto, o peixe e o cha (Kaliora
et al., 2006). Esta também demonstrado que as dietas contendo elevadas
quantidades destes compostos antioxidantes, nomeadamente a dieta
mediterrénica e asiatica, exibem caracteristicas protectoras contra a
oxidagdo das LDL, possivelmente através de uma interacgdo sinergistica
entre os varios antioxidantes (Galassetti, et al., 2006).

Dos compostos apontados, os polifendis tém sido um alvo particular de
inumeros estudos in vitro e in vivo no contexto do seu papel potencialmente
protector na prevengdo da aterosclerose e doencas relacionadas. Alguns
destes compostos atenuam o processo aterogénico em diversos modelos
animais através de mecanismos que modulam a extensao da oxidacao das

LDL (Lapointe et al., 2006). Mas, para além dos efeitos protectores dos
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polifendis na oxidacdo das LDL, estes compostos possuem fungoes
cardioprotectoras adicionais, incluindo a redugdo da absorgdo hepatica do
colesterol, a alteragdo do metabolismo lipoproteico com diminuicdo das
concentragdes plasmaticas dos triacilglicerois e da apoB, e o efeito benéfico
na inflamacao por redugao da producio de citocinas envolvidas na adesao
celular, nomeadamente do factor de necrose tumoral (TNF-a) e da
interleucina (IL-6) (Zern et al., 2005).

Actualmente, sao conhecidas mais de 8000 estruturas polifendlicas. Os
polifendis sdo genericamente agrupados em flavonodides e nao flavonodides.
Os flavondides podem ser divididos em 8 classes baseadas nas suas
diferengas estruturais especificas: os flavondis (quercetina, miricetina), os
flavandis (catequina, epicatequina), as flavonas (apigenina), as isoflavonas,
as flavanonas (naringenina), os taninos, as antocianinas (cianidina,
malvidina, pelargonidina) e as proantocianidinas (taninos condensados). Os
nao flavondides incluem os estilbenos (resveratrol) e os acidos fendlicos, os
quais estdo subdivididos em acidos hidroxicindmicos (acido cafeico,
cumarico, ferulico) e em acidos benzdicos (acido vanilico, protocatecuico).
Moléculas mais complexas derivadas dos estilbenos como os elagitaninos e
os galhotaninos estdo também incluidas no grupo dos nao flavondides
(Cheynier et al., 2005).

O numero total estimado de flavondides conhecidos excede os 6400
compostos. O consumo de flavonodides na dieta tem estado associado a uma
reducao do risco de doencga cardiovascular (Hertog et al., 1995; Peluso et al.,
2006). De facto, diferentes flavonoides, presentes em diversos frutos,
vegetais e bebidas, como o cha e o vinho, podem prevenir a doenca
cardiovascular por inibicdo da oxidacao das LDL, da formacdo de células
esponjosas e da prépria aterosclerose (Fuhrman et al., 2001; Aviram et al.,
2002). Os flavonodides podem reduzir a peroxidagéo lipidica das LDL ao
actuarem como "scavengers" de radicais livres de oxigénio e nitrogénio,
como quelantes de ides metalicos, tais como o cobre e o ferro, ou ainda por
protegerem os antioxidantes associados as LDL (vitamina E, licopeno e

B-caroteno) ou por preservarem ou aumentarem a actividade da paroxonase
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(PON) sérica, uma esterase associada as HDL, a qual promove
directamente a hidrélise dos peroxidos lipidicos nas LDL e nas células
arteriais (Aviram et al., 2005; Kaliora et al.,, 2006). Os flavonodides podem
também reduzir o stress oxidativo nos macréfagos por inibicdo das
oxigenases celulares tais como a NADPH oxidase e também por activagao
dos antioxidantes celulares tal como o sistema do glutatido (GSH). O efeito
dos flavonodides na oxidacdo das LDL mediada pelas células é determinado,
por um lado, pela sua acumulagdo na lipoproteina e por outro pela sua
acumulagédo nas células arteriais (Aviram et al., 1998). De salientar que a
actividade antioxidante dos flavondides esta intimamente relacionada com a
sua localizagdo na particula de LDL bem como com a sua estrutura quimica
(Rice-Evans, et al. 1996; Fuhrman et al., 2001).

1.5 Actividade antioxidante dos flavonoides do vinho

tinto na oxidagao das LDL

O vinho faz parte da cultura humana ha cerca de 6000 anos tendo
fungbes ndo so dietéticas como sdcio-religiosas. Ao seu consumo moderado
tem sido putativamente associado uma reducéo do risco de desenvolvimento
de doencas cardiovasculares. Alias, o conhecido paradoxo francés baseia-se
neste pressuposto. De facto, no sul de Franca foi detectada uma baixa
incidéncia de acidentes cardiovasculares apesar de uma dieta rica em
gorduras saturadas, a qual foi atribuida aos consumos regulares de vinho
tinto nesta regido francesa (Renaud et al.,, 1992). Varios estudos
epidemioldgicos tém confirmado uma associagdo entre o consumo
moderado de vinho tinto e a redugao do risco de doenca cardiovascular nas
populagdes (Szmitko et al., 2005).

O efeito benéfico do consumo de vinho tinto tem sido atribuido
particularmente a actividade antioxidante dos seus polifendis. O vinho

contém, para além do etanol, uma variedade enorme de polifendis derivados
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da uva tais como as antocianinas, também denominadas antociandsidos, as
catequinas, as proantocianidinas, também denominadas taninos
condensados, os estilbenos e outros fendis (Soleas et al., 1997; Dell'Agli et
al.,, 2004). A composicao polifendlica varia entre os diferentes vinhos
dependendo do tipo de uva, da area de cultivo, dos métodos de vinificagao
usados bem como do tipo de fungos que participam na fermentacdo. Em
geral, os vinhos tintos contém entre 1000 e 4000 mg/l de fendis, dos quais
os flavondides, e em particular as antocianinas e as proantocianidinas,
representam a maior fracgao fendlica presente nestes vinhos (Tsang et al.,
2005).

O mecanismo exacto pelo qual o vinho tinto exibe propriedades
protectoras cardiovasculares ainda n&o foi totalmente elucidado, mas tém
sido postuladas um conjunto de vias pelas quais é possivel a reducdo do
risco de doenca aterosclerdtica (Figura 5). Estas incluem para além da
actividade antioxidante/antiradicalar, a promocdo da funcdo endotelial
através do aumento da expressao e actividade da NOS endotelial (eNOS) e
subsequente libertagdo do ‘NO pelas células endoteliais, o qual promove a
vasorrelaxagao; a inibicdo da sintese da endotelina-1 (ET-1), um potente
vasoconstrictor fundamental na aterogénese e o aumento da sintese da
apoA-1 bem como da actividade da lipoproteina lipase que conduzem a um
aumento da formacao de HDL (Figura 5).

O vinho tinto impede também a iniciagdo e a progressao da placa
aterosclerética através da inibicdo da oxidacdo das LDL; da inibicdo da
activagao do factor nuclear kB (NF-kB) nas células endoteliais o que resulta
numa diminuicdo da expressdo das moléculas de adesado tais como da
molécula de adesdo das células vasculares-1 (VCAM-1) e da inibigdo da
expressao da proteina quimiotactica dos mondcitos-1 (MCP-1) (Figura 5). Os
polifendis do vinho impedem também a progressao da placa por inibigdo da
proliferacdo e da migragdo das células musculares lisas vasculares para a
intima (Dell’Agli et al., 2004; Szmitko et al., 2005).

Em adigdo a estas acgbes anti-inflamatdrias mediadas pelos polifendis,

o0 alcool pode também atenuar a aterosclerose em parte através de um
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mecanismo anti-inflamatério por redugao dos niveis plasmaticos de proteina
C-reactiva (CRP).

Manutencdo do Impedimento da Impedimento da Reducgédo da
endotélio formacgao da placa progressao da placa trombose
* ‘NO + Oxidagao LDL + Oxidag&o LDL { Fibrinogénio
V ETA1 v NF-kB { Migragdo CML { VWF, Factor VII
+ HDL ¥ VCAM-1 ¥ Proliferagdo CML { Agregacgao
{ CRP ¢ MCP-1 plaquetar
==——————=—u=
:(;,{,{-;’:*3’5531:?&?%‘%—"

Fenois M
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Aicool ¢y ch,0m Sem Vinho Tinto

Figura 5. Mecanismos provaveis de redugdo do risco de doencga
aterosclerdtica induzida pelo vinho tinto. O vinho tinto promove ndo s6 a
funcao endotelial mas também inibe a formagéo, a progressado e a ruptura da
placa ateroscleroética (ET-1, endotelina-1; CRP, proteina C-reactiva; NF-kB,
factor nuclear-kB; VCAM-1, molécula de adesdo das células vasculares-1;
MCP-1, proteina quimiotactica dos mondcitos-1; CML, células musculares
lisas; vVWF, factor von Willebrand). Adaptado de Szmitko et al., 2005.

O vinho possui igualmente uma accao antitrombdética resultado da
diminuicdo dos niveis de fibrinogénio, do factor de von Willebrand (VWF) e
do factor VII que conduzem a uma reducdo na hemostase (Figura 5). A
inibicado da agregacdo plaquetar, possivelmente por interferéncia com a
sintese das prostaglandinas, pode também contribuir para o aparente efeito
antitrombatico atribuido ao vinho tinto (Szmitko et al., 2005).

Apesar de todas estas actividades, a principal ac¢ao postulada para os
polifendis na inibicdo da oxidagdo das LDL continua a ser motivo de
realizacdo da maior parte dos estudos acerca destes compostos largamente
presentes no vinho tinto. De facto, varios estudos in vivo e in vitro tém

demonstrado que o consumo moderado e regular de vinho tinto reduz a
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susceptibilidade das LDL a oxidagao e que essa reducao pode ser atribuida
ao seu conteudo polifendlico e em particular a classe dos flavondides
(Frankel et al, 1995; Fuhrman et al., 1995; Chopra et al., 2000; Tsang et al.,
2005; Lapointe et al., 2006). As discrepancias encontradas em alguns
estudos em humanos relativamente a inibicdo da oxidagdo das LDL podem
estar relacionadas precisamente com variagées na composicao polifendlica
dos vinhos usados (Caccettea et al., 2000).

Independentemente deste facto, varios estudos in vivo tém
evidenciado que os efeitos do consumo de vinho tinto na oxidacdo das LDL
podem estar relacionados com o aumento do conteudo polifendlico total no
plasma e na prépria particula de LDL. Na verdade, Fuhrman e colaboradores
(1995) demonstraram que os compostos polifendlicos presentes no vinho
tinto sdo absorvidos, podendo ligar-se as LDL plasmaticas por interacg¢ao
com alguns dos componentes superficiais das lipoproteinas, tais como os
acidos gordos (ligagbes éster) ou os residuos de acgucar (ligagbes éter),
protegendo assim estas lipoproteinas da oxidagéo. Este facto constitui um
dos mecanismos possiveis para o efeito antioxidativo dos flavondides contra
a oxidagao das LDL, tal como demonstrado na Figura 6. Alias tais ligagdes a
superficie da lipoproteina podem igualmente reduzir a susceptibilidade das
LDL para a agregacao. Outro dos mecanismos possiveis € o dos polifendis
se associarem a algumas células arteriais como os mondcitos/macréfagos,
resultando numa inibicdo da oxidacdo das LDL mediada pelos macrofagos.
A inibicao da oxidacado das LDL esta também relacionada com a diminui¢cao
do estado oxidativo das lipoproteinas o qual é essencialmente devido as
conhecidas actividades "scavenger" de radicais livres, quelante de ides
metalicos e de preservagdo de antioxidantes (vitamina E e carotendides)
atribuida aos flavonoides contidos no vinho tinto (Fuhrman et al., 2001).
Estes flavonoides podem ainda preservar ou aumentar a actividade da
enzima paroxonase, uma esterase fisicamente associada as HDL e
distribuida em tecidos, tais como o figado, o rim e o intestino, que tem

estado implicada na proteccdo das lipoproteinas (LDL e HDL) contra a
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oxidagao, por catalizar a hidrélise dos perdxidos lipidicos (Figura 6) (Aviram
et al., 2005).
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Figura 6. Efeito potencial dos flavondides do vinho na oxidacdo das LDL e na
formagdo de células esponjosas. Os flavondides podem associar-se quer
directamente as LDL, resultando numa inibicdo da oxidagao das LDL, quer as células
arteriais, tais como os mondcitos/macréfagos, resultando numa inibicdo da oxidagao
das LDL mediada pelo macréfago. Além disso, os flavondides preservam a actividade
da enzima paroxonase, a qual protege as lipoproteinas da oxidagdo. Todos estes
efeitos conduzem a uma redugédo da formagédo de células esponjosas, atenuando
assim o desenvolvimento da lesdo aterosclerotica. (CE, células endoteliais; CML,
células musculares lisas; EC, ésteres do colesterol; RS, receptor "scavenger").
Adaptado de Aviram et al., 2002.

Todos estes efeitos atribuidos aos flavonéides do vinho tinto conduzem
a uma inibicdo da oxidacao das LDL, com reducao da formacao das células
esponjosas e com consequente limitagdo do desenvolvimento de lesbes
ateroscleréticas (Aviram et al.,, 2002). Contudo, e conforme referido
anteriormente, ndo é apenas a quantidade de flavondides no vinho tinto a
principal determinante da capacidade antioxidante do vinho. A diversidade
de classes de flavondides desempenha também um importante papel.

De facto, embora as propriedades biolégicas de muitos flavondides do
vinho tinto tenham vindo a ser extensivamente estudadas, menor destaque
tem sido dado as antocianinas, uma das classes de flavonoides
maioritariamente presentes no vinho tinto (Dell’Agli et al., 2004; Tsang et al.,

2005). Atendendo, a esta elevada disponibilidade das antocianinas, e em
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particular da malvidina-3-glucdsido, sera dada uma maior relevancia as

potenciais actividades exibidas por estes flavondides.

1.6 Antocianinas - ocorréncia, estrutura quimica e

efeitos biolégicos

As antocianinas (do Grego anthos, flor e kyanos, azul) constituem uma
das principais classes de flavondides e enquanto pigmentos hidrossoluveis
estdo largamente distribuidas em varias flores, vegetais, frutos e bebidas,
tais como os sumos e principalmente os vinhos tintos, sendo responsaveis
pelas suas intensas coloragbes de vermelho, violeta ou azul (Kong et al.,
2003). Estes compostos estao aprovados pela Food and Drug Administration
para serem usados como corantes alimentares com a designacao de E163
(Timberlake et al., 1988; Stinzing et al., 2004). Com rigor, estes compostos
deveriam ser designados por antocianas, o que englobaria os derivados
glicosidicos, as antocianinas, e as suas agliconas, as antocianidinas. Para
simplificar, no presente trabalho todos estes flavondides serdo por vezes
designados por antocianinas.

Sao conhecidas aproximadamente 600 antocianinas. A estrutura
quimica basica é a de um difenilpropandide [C¢(anel A)-Cs(anel C)-Cs(anel
B)] baseado numa estrutura em anel polifendlica (Figura 7). Em contraste
com outros flavondides, as antocianinas formam em solugdo acidica os
chamados catides flavilio (2-fenilbenzopirilio) e por esse motivo sdo espécies
altamente reactivas. As diferengas estruturais entre as antocianinas estao,
essencialmente, relacionadas com o numero e posi¢cao dos grupos hidroxilo
e metoxilo, com a natureza, o nimero e a posi¢cao dos agucares ligados a
estrutura basica da antocianidina e, ainda, com a extensao da acilagao
desses agucares e a natureza dos agentes acilantes (Kong et al., 2003). Em

suma, as antocianinas sao glicésidos das antocianidinas, possuindo glucose,
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galactose, ramnose, xilose ou arabinose ligada ao nucleo aglicdo. De referir

que a glicosilagdo aumenta a estabilidade destes pigmentos.

Nome R, R,
Delfinidina OH OH
Petunidina OCH, H

Cianidina OH H
Pelargonidina H H

Peonidina OCH, H

Malvidina OCH, OCH,

Figura 7. Estrutura quimica basica das principais antocianidinas.

Existem cerca de 17 antocianidinas distribuidas na natureza, embora
apenas 6 se encontrem nas plantas superiores, a cianidina, a delfinidina, a
malvidina, a pelargonidina, a peonidina e a petunidina (Figura 7). A malvidina
bem como a respectiva antocianina malvidina-3-O-glucésido predominam
largamente nas uvas e em particular no vinho tinto.

A estabilidade das antocianinas é largamente influenciada pelo pH da
solucdo, pelo que as antocianinas existem num equilibrio dependente do pH
em 4 formas estruturais diferentes com coloragbes variaveis, das quais o
catidao flavilio vermelho presente a um pH compreendido entre 1 e 3 é a

forma mais estavel como exemplificado para a malvidina-3-glucésido na
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Figura 8. Em meio aquoso e com o aumento do pH para 4-5, as reacgbes de
hidratacdo geram uma pseudo-base incolor, o carbinol, o qual pode sofrer

uma abertura do anel dando origem a chalconas amarelas.

y OH
/ PH 1
OCH?. OH Vermelho
o Catiao flavilio
o~ ‘
HO OCH,
Z O—Glucose
OH pH 4-5
Incolor
pH 6-7 Carbinol pseudo-base

Pdrpura
Base quinoidal

pH7-8
Amarelo
Chalcona

Figura 8. Transformacgao estrutural da malvidina-3-glucésido em fungéo do pH.
A antocianina ocorre como uma chalcona, com o anel C aberto, quando o pH é
neutro. Em condigdbes minimamente acidicas fecha-se para formar uma
pseudo-base carbinol. Num meio fortemente acidico (pH 1), o anel C adquire
aromaticidade obtendo-se o catido flavilio, o qual confere intensa coloragéo a
molécula. A pH 6-7, a oxidagdo do anel B gera uma estrutura quinéide com

eliminagao da carga positiva, sendo esta estrutura igualmente corada. Adaptado
de Lapidot et al. 1999.

O catiao pode alternativamente transformar-se em bases quinoidais, a
valores de pH compreendidos entre 6 e 7. Embora a estabilidade do catido
esteja comprometida pelo aumento de pH, as implicagbes das diferentes
formas estruturais das antocianinas para a actividade farmacoldgica sao
ainda desconhecidas (Cooke et al., 2005).

As antocianinas s&o particularmente interessantes, do ponto de vista
cientifico, uma vez que ocorrem na dieta em concentragbes

consideravelmente elevadas quando comparadas com outros flavonoides. A
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ingestdo diaria das antocianinas em humanos é bastante variavel
dependendo sobretudo dos habitos alimentares. Nos EUA, esta ingestao foi
inicialmente estimada em 180-215 mg/dia, enquanto que o consumo diario
da maior parte dos restantes flavondides, incluindo a genisteina, a
quercetina e a apigenina, esta estimado em apenas 20-25 mg/dia. Contudo,
um estudo muito recente estimou o consumo diario total de antocianinas nos
EUA em apenas 12,5 mg/dia/pessoa embora em Portugal e em outros
paises europeus seja previsivel uma maior ingestdo diaria destes compostos
atendendo a chamada dieta mediterranica (Wu et al., 2006).
Independentemente deste ultimo estudo, esta estabelecido que o vinho
tinto e em particular as uvas podem conter um teor de antocianinas totais de
cerca de 100 a 1000 mg/l e 30 a 750 mg/ 100 g, respectivamente (Glories et
al., 1988; Mazza et al., 1993). Estas elevadas, embora muito variaveis,
quantidades de antocianinas dependem largamente da exposic¢ao solar e do
processamento das uvas bem como do envelhecimento do vinho tinto. De
facto, é possivel encontrar concentragdes de 400 mg/l num vinho tinto com
idade inferior a 6 meses e n&o fermentado em barris de madeira e
concentragdes de 90 mg/l num vinho tinto com 2 anos de idade ou
fermentado em barris de madeira (Waterhouse et al., 2002). Com efeito,
durante o envelhecimento, o conteudo em polifenéis do vinho torna-se
progressivamente mais complexo resultado da formacdo de novos
pigmentos devido a reacgdes de condensagao entre as antocianinas e o0s
flavondis, e a cicloadicdo de diferentes compostos (4-vinilfenol, acido
piravico, acetaldeido) no C4 e no grupo hidroxilo em posicao 5. A extensao
destas reacgbes depende de varios factores, tais como as técnicas de
fabrico do préprio vinho tinto, a sua composicdo, o pH, o tempo, a
temperatura e arejamento durante o armazenamento e também da presenca
e da concentragdo em acetaldeido bem como em outros compostos, como o
acido piravico e o 4-vinilfenol, acima referidos (Dugo et al., 2004).
Curiosamente, Brouillard e colaboradores (2003) atribuiram a este facto a
designacdo de paradoxo Francés Il. Tal paradoxo deve-se ao facto da

coloragao do vinho tinto persistir durante longos periodos de tempo apesar
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das antocianinas das uvas apresentarem uma enorme simplicidade
estrutural, uma vez que maioritariamente englobam monoglucésidos das 5
agliconas, malvidina, peonidina, petunidina, cianidina e delfinidina.

Habitualmente, o conteddo em antocianinas do vinho tinto & avaliado
utilizando um método de desvio de pH e, onde, a um pH<1, as antocianinas
sdo detectadas sob a forma de catido flavilio. As antocianinas sédo depois
quantificadas espectrofotometricamente como equivalentes da
malvidina-3-glucosido, usando o coeficiente de extingao molar (¢) de 28 000.
Alternativamente, as antocianinas sao separadas dos outros polifendis e
directamente quantificadas pela sua absorvancia maxima na zona do visivel
(536-542 nm) (Dell’Agli et al., 2004). De facto, as antocianinas possuem dois
picos de absorvancia a 270-280 nm e a 510-540 nm. A quantificacdo das
antocianinas é também vulgarmente efectuada por HPLC (Milbury et al.,
2001; Wu et al., 2006)

Apods o consumo oral, as antocianinas sdo absorvidas na forma intacta
(glicosilada), distribuidas para o sangue e rapidamente eliminadas na forma
intacta ou conjugada (Cao et al., 2001; McGhie et al., 2003). Embora pouco
se saiba relativamente as concentragbes efectivas destes pigmentos apods a
sua administracdo oral, os Uultimos estudos realizados em animais e
humanos sugerem que a sua biodisponibilidade ¢é Iimitada, sendo
referenciado um valor inferior a 1 % da dose (Tsuda et al., 1999; Bub et al.,
2001; Nielsen et al., 2003; Harada et al., 2004). Esta aparentemente baixa
biodisponibilidade pode estar subestimada provavelmente porque alguns
metabolitos importantes podem estar a ser ignorados ou porque os métodos
usados podem necessitar de ser optimizados para a analise dos metabolitos
das antocianinas (Manach et al., 2005). A este nivel, devera ser tida sempre
em consideragao a influéncia do pH no equilibrio das diferentes formas
quimicas das antocianinas.

Contudo, a informacdo acerca do metabolismo das antocianinas é
também muito escassa. Segundo Cao e colaboradores (2001), a detecgao
das antocianinas na sua forma glicosilada nao alterada podera indicar o

envolvimento de receptores de transporte de glucose na absorgdo destes
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compostos in vivo. Além disso e atendendo ao facto de as antocianinas
serem moléculas volumosas e polares, foi também ja descrita a absorcao
das antocianinas a nivel gastrico através de um mecanismo possivelmente
mediado pela bilitranslocase, um tranportador anidénico organico da
membrana plasmatica expresso na mucosa gastrica.

De facto, experiéncias in vivo, em ratos, documentaram o envolvimento
do estdbmago na absorgdo de antocianinas (Passamonti et al., 2002). Outros
estudos tém destacado a predominante absorgao intestinal das antocianinas,
em particular na regido do jejuno, o que a partida sugere, mais uma vez, o
envolvimento de um mecanismo de transporte activo (Matuschek et al.,
2006).

Além disso, também é possivel que apds ingestdo, as antocianidinas
possam ser originadas in vivo a partir das respectivas antocianinas por
hidrélise catalizada por enzimas sintetizadas pelas bactérias intestinais como
a B-glucosidase (Tsuda et al., 1994). Alias, dois estudos muito recentes, em
ratos, confirmam a hipotese de que a hidrdlise podera ocorrer in vivo
(Ichiyanagi et al., 2005; Talavéra et al., 2005).

De salientar também que, segundo Fleschhut e colaboradores (2006),
as antocianinas sao rapidamente degradadas pela microflora intestinal e que
os principais produtos resultantes desta degradagéo sao os correspondentes
acidos fenolicos derivados do anel B da antocianina. Alids, o acido
protocatecuico foi ja identificado como sendo um dos produtos de
degradacao da cianidina-3-O-glucésido por clivagem do anel B/C (Seeram et
al., 2001). Outras vias metabdlicas possiveis ja reportadas em humanos
para as antocianinas sao a glucuronidagéo e a metilagéo (Kay et al., 2005;
Prior et al., 2006).

Dada a falta de conhecimento, as propriedades farmacocinéticas das
antocianinas e, em particular, as suas biodisponibilidades continuam a ser
alvo e motivo de varios estudos em humanos.

A administracdo oral de frutos ou extractos ricos em antocianinas tem
provado ter efeitos benéficos na prevencéo ou supressao de varios estados

de doenca in vivo. Varios estudos sobre a administracdo oral de
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antocianinas tém também confirmado o aumento da capacidade antioxidante
do plasma (Ramirez-Tortosa et al., 2001; Mazza et al., 2002; Bitsch et al.,
2004). As antocianinas possuem uma enorme variedade de propriedades
biolégicas conferindo proteccdo contra doencgas oculares e possuindo
também actividade antimutagénica e antiviral (Yoshimoto et al., 2001; Knox
et al., 2001).

Contudo, estas ndo sao certamente as propriedades que I|hes
conferem o destaque que lhes tem sido atribuido. Algumas investigagcbes
epidemioldgicas tém indicado que o consumo moderado de antocianinas
através da ingestdo de produtos como o vinho tinto ou os extractos de varios
frutos podera estar associado a muitos efeitos benéficos em varias doengas
croénicas incluindo o cancro, as doencgas cardiovasculares, as doencas
cerebrovasculares, a aterosclerose e a diabetes (Renaud et al., 1992; Tsuda
et al., 2003; Cooke et al., 2005; Jayaprakasam et al., 2005). Tais efeitos
serdo provavelmente resultado das suas propriedades anti-inflamatérias,
anticarcinogénicas e antioxidantes.

As propriedades anti-inflamatérias tém sido atribuidas nomeadamente
a sua capacidade de inibicdo da cicloxigenase (COX), a enzima que
converte o acido araquidonico a prostaglandina H,, a qual é posteriormente
metabolizada a varias prostaglandinas, prostaciclina e tromboxano A,
(Seeram et al., 2001).

Relativamente as propriedades anticarcinogénicas, o mecanismo
exacto envolvido na referida actividade das antocianinas nao esta totalmente
esclarecido mas estara provavelmente relacionado com a capacidade das
antocianinas para suprimir a proliferacdo e migragcdo celular, a invasao
celular tumoral ou a angiogénese (Martin et al., 2003; Hou et al., 2003;
Cooke et al., 2005). Alias, foi também ja referido o seu papel protector contra
o dano do DNA e a possibilidade de as antocianinas induzirem a apoptose
de células tumorais (Katsube et al., 2003). Recentemente tém sido
realizados inumeros estudos sobre os mecanismos moleculares subjacentes
a esta quimioprevengao do cancro pelas antocianinas (Hou et al., 2004; Fritz
et al., 2006).
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Estudos acerca da actividade antioxidante das antocianinas revelaram
que estas podem actuar segundo diferentes mecanismos, nomeadamente,
captacdo de radicais livres e/ou anibes, inibicdo da xantina oxidase,
interaccdo com o sistema gerador de 6xido nitrico (‘NO), quelatagéo de ides
metalicos como o ferro ou o cobre, ligagdo a proteinas e inibicdo da
peroxidacdo lipidica induzida pelo Cu®*, Fe**, por H,O,, doxorrubicina e pela
radiacdo ultravioleta (Hagerman et al., 1981; Tsuda et al., 1996;
Ramirez-Tortosa et al., 2001; Noda et al., 2002; Rahman et al., 2006). Esta
forte actividade antioxidante é, por um lado resultado do défice de electrées
na sua estrutura quimica e, por outro, da estrutura conjugada das
antocianinas que, permitindo a deslocalizagdo electrénica, conduz a
obtencéao de produtos radicalares mais estaveis.

As antocianinas demonstraram também inibir a oxidagdo das LDL
induzida pelo cobre ou pelo radical peroxilo (Teissedre et al., 1996; Kerry et
al., 1997; Satué-Gracia et al., 1997; Heinonen et al., 1998; Chang et al.,
2006). De salientar que até ao momento, foram apenas estes os oxidantes
testados para avaliar a capacidade protectora das antocianinas face a
oxidacao das LDL, um evento crucial na aterogénese.

Um estudo recentemente realizado por Chang (2006) sugeriu também
que as antocianinas inibem a apoptose dos macréfagos induzida pelas LDL
oxidadas. Outro estudo, realizado por Youdim e colaboradores (2000),
evidenciou também a capacidade das antocianinas para serem incorporadas
na membrana e no citosol das células endoteliais, protegendo-as fortemente
contra o dano oxidativo induzido pelo peroxido de hidrogénio e pelo AAPH.
Muito recentemente, um estudo elaborado por Bell e colaboradores (2006)
demonstrou que extractos enriquecidos em antocianinas produzem o
relaxamento do endotélio nas artérias coronarias e que menores
concentragcdes desses extractos protegem estas artérias das espécies
reactivas de oxigénio (ROS) sem alterar a resposta coronaria ao 6xido nitrico
endégeno e exdgeno. Os resultados deste estudo estdo em concordancia
com a recente divulgacado de que as antocianinas diminuem a produgao da

proteina vasoconstritora endotelina-1 e aumentam a actividade da eNOS em
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células humanas endoteliais melhorando deste modo a fungao endotelial
(Lazze et al., 2006).

Outro estudo recente demonstrou que as antocianinas promovem o
efluxo de colesterol das células esponjosas derivadas dos macréfagos,
sugerindo a potencial funcéo destes flavondides na regulacao da distribuicao
do colesterol nas células (Xia et al., 2005). Alias, os autores deste ultimo
estudo evidenciaram também que as antocianinas previnem a resposta
inflamatdria induzida pelo ligando do receptor CD-40 nas células endoteliais
através da inibicdo da activagéo do factor nuclear-kB (NF- kB) induzida pelo
CD-40, o que destaca a possibilidade destes compostos actuarem como
reguladores da resposta inflamatéria (Xia et al., 2007). As antocianinas
parecem também possuir a capacidade de inibir a proliferacdo das células
endoteliais bem como de inibir a agregacdo plaquetaria, uma etapa de
grande relevancia na aterogénese (Ghiselli et al, 1998; Freedman et al.,
2001; Martin et al., 2003; Rechner et al., 2005). Em conformidade com estas
actividades, Xia e colaboradores (2003 e 2006) demonstraram que as
antocianinas atenuam a formagido da placa aterosclerética em ratos,
promovendo igualmente a sua estabilidade.

Todas estas propriedades das antocianinas tém contribuido
certamente para a conhecida actividade protectora destes compostos ao
nivel da aterosclerose e outras doencas cardiovasculares (Figura 9). Alias
tem sido sugerido que o consumo destes flavondéides no vinho tinto pode
contribuir, pelo menos parcialmente, para o paradoxo francés, isto &, para
uma diminuic&o do risco de doencga cardiovascular apesar de uma dieta rica
em gorduras saturadas (Clifford et al., 2000; Cooke et al., 2005). Além disso,
foi recentemente demonstrado que as antocianinas do vinho tinto sao
estaveis no tracto gastrointestinal o que corrobora ainda mais a hipétese de
que estes compostos sdo biodisponiveis e podem vir a representar uma
nova e promissora classe terapéutica para o tratamento da aterosclerose
(McDougall et al., 2005; Frolov et al., 2007).

Tal facto n&do sera de surpreender atendendo a que esta ja disponivel

no mercado portugués um medicamento com o nome comercial Difrarel®
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cuja substancia activa é um extracto de antocianinas de Vaccinium myrtillus.
Este extracto estd particularmente indicado como venotrépico no tratamento
de insuficiéncia venosa, uma vez que melhora o ténus venoso € aumenta a

resisténcia capilar.

Propriedades potencialmente cardioprotectoras das antocianinas

“Scavenger” de radicais livres e/ou anides reactivos
O,~, OH*, ONOO-e ROO*
Quelante de ides metalicos
Cu?* e Fe?*
Inibigdo da oxidagao das LDL induzida pelo Cu?* e pelos radicais peroxilo
Inibicdo da apoptose dos macrofagos
Promocao do efluxo de colesterol das células esponjosas
Inibigao da proliferagdao das células endoteliais
Inibicdo da agregagao plaquetar
Vasorrelaxamento endotelial
Diminuigao da produgéo de ET-1
Aumento da expressao de eNOS
Inibicdo da formacgdo da placa aterosclerética

Promocao da estabilidade da placa aterosclerética

Figura 9. Resumo das propriedades potencialmente cardioprotectoras
atribuidas as antocianinas. Destaca-se a capacidade das antocianinas para
inibirem a oxidacdo das LDL, um evento iniciador da aterogénese e
consequentemente da doenga cardiovascular. Esta inibicdo apenas esta
demonstrada para o Cu” e para os radicais peroxilo.

De salientar que tem sido demonstrada uma enorme variabilidade na
actividade das diferentes antocianinas, incluindo a actividade antioxidante,
consequéncia da sua estrutura quimica. O grau de insaturacao e
polimerizacdo, bem como o seu padrdo de hidroxilagcdo, metilacdo e
glicosilagcao, parecem afectar por um lado a estabilidade, e por outro, a
reactividade das antocianinas, modulando desta forma as suas actividades
antioxidantes (Seeram et al., 2002; Prior et al., 2006; Rahman et al., 2006).
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Assim, o conhecimento da relagdo estrutura-actividade das antocianinas é
essencial para a compreensido dos mecanismos moleculares subjacentes ao
papel destes flavondides enquanto antioxidantes in vivo. Alidas, sao ja
conhecidos e amplamente utilizados varios sistemas de produgdo de
antocianinas in vitro, usando sistemas de culturas celulares que favorecem
esta intensa e profunda investigacdo acerca das antocianinas no ambito
nutricional e médico (Lila et al., 2004).

Apesar de todos os estudos realizados até ao momento, muito poucos
sdo 0os que no Ambito dos efeitos protectores das antocianinas contra a
oxidagdo das LDL tém utilizado oxidantes biologicamente relevantes. E

neste contexto que surge o presente trabalho.

1.8 Objectivos e plano geral da tese

A modificacdo oxidativa das LDL desempenha um papel crucial na
patogénese da aterosclerose. Varios agentes antioxidantes, que inibam
efectivamente a oxidacédo das LDL, podem prevenir a aterosclerose através
da inibicdo da fase inicial da aterogénese e/ou da sua progressao para
estados mais avancados. Como demonstrado em varios estudos, a presenca
de quantidades relativamente grandes de antocianinas na dieta humana
diaria e em particular no vinho tinto, associada a sua conhecida e elevada
actividade antioxidante, tém conduzido a um particular interesse no estudo
das propriedades biolégicas bem como farmacolégicas destes flavondides
no contexto da prevencéo da aterosclerose.

O objectivo do presente trabalho foi o de avaliar e comparar a acgao
protectora de quatro compostos estruturalmente relacionados (Figura 10), a
pelargonidina, a cianidina e a malvidina, trés antocianidinas, e da
malvidina-3-glucésido, a antocianina maioritariamente presente no vinho

tinto, face a oxidacdo induzida em LDL humanas.
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Figura 10. Estrutura quimica das antocianinas em estudo.

Neste dmbito, foram utilizados varios modelos de oxidagao in vitro das
LDL. A oxidagao foi iniciada quer pelos radicais peroxilo gerados a partir do
azocomposto AAPH quer pelos oxidantes com relevancia bioldgica,
ferrilmioglobina e peroxinitrito, tendo sido investigada a capacidade das
antocianinas para prevenir as modificagdes oxidativas lipidicas e/ou
proteicas induzidas por estes oxidantes nas LDL. As modificacdes lipidicas
foram avaliadas pelo decaimento da fluorescéncia do acido cis-parinarico
(cis-PnA) incorporado e pela formagao dos dienos conjugados, enquanto as
modificagdes proteicas foram examinadas através da medigdo da mobilidade
electroforética relativa (REM) e da formacédo de grupos carbonilo. Neste
ambito, foram também discutidos os possiveis mecanismos de acg¢do das

diferentes antocianinas.
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Além disso, foi avaliada a acgado protectora das antocianinas no
consumo das defesas antioxidantes enddgenas das LDL sujeitas a oxidagao.
Em particular, foi investigada a interacgdo potencialmente cooperativa dos
flavonéides em estudo com o o-tocoferol, o principal antioxidante das
particulas de LDL. Para tal, foi utilizada a espectroscopia de ressonancia
paramagnética de electrdes (RPE), uma ferramenta valiosa para estudar as
fases dinamicas de formagéao e propagagao de decaimento de radicais livres.

Com base nos resultados, a relagao entre as estruturas quimicas das

antocianinas em estudo e as suas actividades antioxidantes foi discutida.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Compostos quimicos

A pelargonidina, a cianidina e a malvidina foram obtidas da
Polyphenols Laboratories AS (Sandnes, Norway), enquanto a
malvidina-3-glucésido foi adquirida a Aapin Chemicals Limited (Abingdon,
UK). O azocomposto 2,2'-azobis(2-amidinopropano) (AAPH) foi obtido na
Polysciences Inc. (Warrington, PA, USA) e o acido cis-parinarico (cis-PnA)
foi adquirido a Molecular Probes (Junction City, OR, USA). Os restantes
compostos quimicos, incluindo os utilizados na preparacdo da solugdo de
metamioglobina e na sintese de peroxinitrito, foram adquiridos a Sigma
Chemical Co. ou a Merck, sendo todos de pureza adequada para estudos
bioquimicos. As solugdes foram preparadas em agua desionizada ultrapura
para minimizar eventuais contamina¢des com metais.

As solugbes stock das antocianinas (1 mM) foram preparadas numa
solugéo acidica de metanol: agua (1:1,v/v) e armazenadas em aliquotas, sob
atmosfera de azoto, no escuro, a - 20 °C.

A solucdo de metamioglobina foi dializada, primeiramente, contra
tampado fosfato (Na,HPO, 0,1 M), pH 7,4, contendo 4acido
dietilenotriaminopentacético (DTPA) 1 mM, durante 2 horas, a 4 °C, e depois
contra uma solugdo contendo Na,HPO, 20 mM, NaCl 110 mM, pH 74,
durante 8 horas, a mesma temperatura. A solugéo stock de metamioglobina
purificada foi conservada a — 80 °C e a sua concentragdo, bem como, a da
solucdo de peréxido de hidrogénio, foram calculadas com base na
absortividade molar a 632 nm (¢ = 2,1 mM'cm') e a 240 nm
(e = 43,6 M'ecm™), respectivamente.

O peroxinitrito foi sintetizado a partir de nitrito e de peréxido de
hidrogénio num reactor de fluxo controlado, segundo o método descrito por

Beckman e colaboradores (1994). Resumidamente, uma solugao acidica de
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peréxido de hidrogénio (H.O, 0,6 M em HCI 0,7 M) foi rapidamente
misturada com outra de nitrito (NaNO, 0,6 M), e o acido peroxinitroso
(ONOOH) resultante foi rapidamente estabilizado por adicdo de um excesso
de hidroxido de sédio (NaOH 1,2 M). A solugdo de anido peroxinitrito
(ONOO") obtida foi posteriormente concentrada por um processo de
congelamento fraccionado, a — 20 °C durante pelo menos 12 horas. Apds
esse periodo, a camada superior, intensamente corada, foi retirada, pois
corresponde a maior concentragdo de peroxinitrito, e a concentragcao foi
determinada com base na sua absortividade molar a 302 nm
(e = 1670 M'cm™), apés diluicdo em NaOH 4 mM.

2.2 Isolamento de LDL humanas

O isolamento e purificagdo de lipoproteinas humanas de baixa
densidade (LDL) foram realizados segundo o método descrito por Vieira e
colaboradores (1996).

Resumidamente, o sangue (50 ml) de um dador saudavel, em jejum de
12 horas, foi recolhido em tubos contendo EDTA como anticoagulante, e foi
posteriormente centrifugado a 3000 rpm durante 15 minutos, a 15 °C, para
obtengado do plasma. Apds adicdo de EDTA (concentracdo final 1 mM), a
densidade do plasma foi ajustada a 1,21 g/ml com KBr sélido, recorrendo a
utilizacdo de um densitdmetro digital PAAR DMA 35 (Graz, Austria). O
plasma foi posteriormente distribuido por tubos de centrifuga (2,8 ml por
tubo) e para alcangar o gradiente de densidades, necessario a separagao
das LDL, foram cuidadosamente adicionados 6,6 ml de tampao de
isolamento (Na,HPO, 20 mM, NaCl 110 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4), de
densidade 1,007 g/ml, previamente saturado com azoto. Apods
ultracentrifugagcdo a 65 000 rpm, durante 3 horas, a 15 °C, numa
ultracentrifuga Beckman L 80 equipada com um rotor 70,1 Ti, a fracgdo de
LDL (densidade 1,019 — 1,063 g/ml) foi retirada e submetida a dialise por
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ultrafiltracdo em membrana de nitrato de celulose contra uma solugéo
contendo Na,HPO, 20 mM, NaCl 110 mM, pH 7,4, sob atmosfera de azoto,
no escuro, a 4 °C. A preparacao de LDL concentrada e dialisada foi
finalmente filtrada através de um filtro com poros de 0,22 uM de didmetro
(Millipore GS) e armazenada no escuro, sob atmosfera de azoto, a 4 °C, ou
entdo diluida com uma solugdo de sacarose (concentragéo final 10 %),
repartida por aliquotas e conservada a — 80 °C.

A proteina foi determinada segundo o método de Lowry, usando a

albumina sérica bovina como padrao (Lowry et al., 1951).

2.3 Avaliagao da oxidagao lipidica de LDL induzida pelo

azocomposto AAPH e pela ferrilmioglobina

2.3.1 Ensaio de fluorescéncia do acido cis-parinarico

A incorporacdo e oxidagdo do 4acido cis-parinarico (cis-PnA,
acido 9,11,13,15-octadecatetraendico) foram executadas como previamente
descrito por Laranjinha e colaboradores (1992). Assim, comegou-se por
estipular as condi¢des de ensaio de modo a que houvesse por um lado uma
relacdo linear entre a intensidade de fluorescéncia e a concentragdo da
sonda incorporada nas LDL e, por outro, uma concentragdo de LDL
suficientemente elevada para incorporar a maioria das moléculas de
cis-PnA. Estas condicbes permitiram assegurar que as extingbes de
fluorescéncia reflectissem a degradagao da sonda.

Quando o azocomposto AAPH foi usado como oxidante, a reaccéo de
oxidacao foi iniciada aos 210 s por adicado de AAPH 5 mM a 2 ml de uma
solugcao contendo Na,HPO, 20 mM, NaCl 110 mM, DTPA 100 uM, pH 7,4
(PBS), LDL (30 pg) e 2 nmoles de cis-PnA . O ensaio foi realizado na

auséncia (controlo) ou na presenca das antocianinas ou do ascorbato, um
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antioxidante de referéncia, os quais foram adicionados 30 s antes do AAPH
e num intervalo de concentracbes compreendido entre 0,5 e 1,5 uM. A
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia ao longo do tempo foi medida
continuamente num espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS 50, mantendo a
solugéo reaccional a 37 °C e sob agitagao suave. Os comprimentos de onda
de excitagdo e emissdo usados foram 320 e 413 nm, respectivamente, e a
largura de fenda foi de 5 nm. Para uma analise mais cuidada dos resultados
avaliou-se a quantidade de cis-PnA oxidado aos 20 minutos de reacgao e 0s
resultados foram expressos como percentagem do controlo, isto €, o ensaio
realizado na auséncia dos antioxidantes.

Quando a oxidacdo foi mediada pela ferrilmioglobina, as LDL
(30 pg/ml) foram incubadas em 2 ml de PBS contendo cis-PnA 1 uM e
metamioglobina 3 UM e a reacgao foi iniciada, 120 s apds, por adigdo de
peréxido de hidrogénio 4,5 uM (controlo). As antocianinas, 0 ascorbato ou o
acido cafeico (um acido fendlico de referéncia), foram adicionados 60 s
antes do H,O, num intervalo de concentracdes entre 0,25 e 1 uM, tal como
indicado nas figuras. Para minimizar a extingado de fluorescéncia do cis-PnA
devida a presenca de metamioglobina, os comprimentos de onda de
excitagdo e emissao usados foram 310 e 440 nm, respectivamente, e a
largura de fenda foi de 5 nm. A quantidade de cis-PnA oxidado foi
determinada aos 15 minutos de reacgéo, e os resultados foram igualmente
expressos como percentagem do controlo, isto €, 0 ensaio reaizado na

auséncia de antioxidante.

2.3.2 Formagao de dienos conjugados

A formagédo de dienos conjugados consequéncia da peroxidagéo
lipidica de LDL foi detectada e monitorizada a 234 nm, num
espectrofotometro Perkin-Elmer Lambda 6, com cuvetes termostabilizadas a
37 °C.

Quando o azocomposto hidrossoluvel foi usado como iniciador da

oxidacao, uma solucao de AAPH 5 mM em PBS foi preparada e aliquotas de
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2 ml foram transferidas para cada uma das cuvetes do espectrofotémetro.
Apods correccdo da absorvancia para zero, 90 ug de LDL foram adicionadas
a cuvete amostra e o espectro foi registado ao longo de 240 minutos, no
escuro e sob agitacdo suave. Os ensaios foram realizados na auséncia
(controlo) ou presenca das antocianinas 2 yM ou dos antioxidantes de
referéncia, ascorbato, Trolox e acido cafeico, os quais foram adicionados
imediatamente apds as LDL. Os periodos de inibi¢ao iniciais foram medidos
graficamente desde o tempo zero até a projecgao no eixo XX' do ponto de
interseccao das tangentes a curva correspondentes a fase de iniciagdo e
propagacao da oxidagao lipidica das LDL, tal como evidenciado no grafico
da Figura 12. Os resultados foram expressos em valores absolutos
(minutos).

Nos ensaios em que a oxidacao foi mediada por estados hipervalentes
de mioglobina, 2 ml de uma solugdo de metamioglobina 6 pM em PBS foi
transferida para cada uma das cuvetes, tendo a absorvancia sido corrigida
para zero. A cuvete amostra foi posteriormente adicionado 180 ug de LDL, e
a oxidagao lipidica foi iniciada 4 minutos apés pela adigdo de H,O, 9 uM
(controlo). Nos ensaios com as antocianinas ou os antioxidantes de
referéncia (2 uM), estes foram adicionados 2 minutos antes do H;O, e o
aumento da absorvancia no UV foi registado em condi¢cdes idénticas as

descritas para o AAPH.

2.4 Avaliagcao da oxidagcao proteica de LDL induzida

pelo peroxinitrito

2.4.1 Alteragao da mobilidade electroforética

As alteracdes na densidade de carga da apoB das LDL induzidas pelo
peroxinitrito foram avaliadas por electroforese em gel de agarose a 0,5 %

(Beckman Paragon Lipo Gel).
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As LDL (360 pg/ml) foram incubadas com peroxinitrito 500 pM
(concentracdo final) em PBS, durante 1 hora, a 37 °C, no escuro e sob
agitacdo suave, na auséncia e na presenga das antocianinas 20 uM
adicionadas 3 minutos antes do oxidante. Neste ensaio, bem como no
seguinte, o peroxinitrito foi adicionado em 5 fracgdes sucessivas de modo a
atingir uma concentracdo no estado estacionario de 100 yM durante os
primeiros 5 minutos, e portanto, uma concentracao final de 500 pM.
Controlos com peroxinitrito decomposto e sem peroxinitrito foram efectuados
em paralelo.

Apés a aplicagdao das amostras de LDL (4 pl) no meio de suporte (gel
de agarose a 0,5 %), a electroforese decorreu a pH 8,6 e a uma voltagem
constante de 100 V, durante 150 minutos. O pH 8,6 foi assegurado por uma
mistura de acido dietilbarbiturico 10 mM e dietilbarbiturato de sédio 50 mM.
O gel foi posteriormente colocado numa solugéo fixadora (acido acético a
10 % em etanol a 70 %) durante 5 minutos, seco a 50 °C, corado com Sudan
Black a 0,07 % em etanol:agua (55:45, v/v) durante 5 minutos, e finalmente
descorado em agua:etanol (55:45, v/v).

Os resultados foram expressos em termos de mobilidade
electroforética relativa (M.E.R.), isto €, como a raz&o entre as distancias de

migracao das LDL oxidadas e das LDL nativas.

2.4.2 Formacao de grupos carbonilos

O conteudo em grupos carbonilo da apoB-100 foi determinado
espectrofotometricamente apds reacgdo com a 24-dinitrofenilhidrazina
(DNPH) em meio acido, como descrito por Levine e colaboradores (1990)
embora com algumas modificacdes (Yan et al., 1995).

Primeiramente, as LDL (500 pg/ml), em PBS, foram incubadas com
peroxinitrito 500 uM (concentragéo final), durante 1 hora, a 37 °C, no escuro

e sob agitacdo suave, na auséncia ou na presenga de antocianinas 20 M,
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as quais foram adicionadas 3 minutos antes do oxidante. Controlos com
peroxinitrito decomposto ou sem peroxinitrito foram realizados em paralelo.

No final da reac¢ao de oxidagao, o conteudo em grupos carbonilo das
LDL foi avaliado. Para isso, cada amostra de LDL foi dividida em duas
aliquotas de 0,5 ml e cada uma foi incubada com 0,1 ml de HCI 2 M (branco)
ou 0,1 ml de DNPH 10 mM em HCI 2 M, durante 1 hora, no escuro, a
temperatura ambiente. Seguidamente adicionou-se 0,3 ml de tampao
desnaturante (Na,HPO, 150 mM, SDS 3 %, pH 6,8), 0,5 ml de etanol e
0,5 ml de heptano, sendo as misturas sujeitas a agitacdo em vortex e
posteriormente a centrifugagao a 12 000 rpm durante 3 minutos para isolar
os derivados proteicos da hidrazona precipitados. O precipitado foi
finalmente lavado 3 vezes com 1 ml de etanol:acetato de etilo (1:1, v/v),
recuperado por centrifugacao a 12 000 rpm durante 1 minuto e dissolvido em
1 ml de tampao desnaturante.

O conteudo em grupos carbonilo foi calculado a partir da absorvancia
das amostras a 360 nm contra o respectivo branco sem DNPH e com base
no coeficiente de absortividade molar de 22 000 M 'ecm™, caracteristico para
a maioria das hidrazonas alifaticas. Os resultados foram expressos em nmol

de carbonilos/mg de proteina.

2.5 Interaccao das antocianinas com o radical

o-tocoferoxilo

O radical o-tocoferoxilo (a-TO") foi gerado por irradiagao ultravioleta
(UV) de o-tocoferol (a-TOH) 1 mM incorporado em micelas de dodecilsulfato
de sodio (SDS) 5 %. Para tal adicionou-se 125 yl de uma solugdo metandlica
stock de a-TOH 80 mM a 2,5 ml de metanol num baldo piriforme. Esta
mistura foi seca sob atmosfera de azoto durante cerca de 20 minutos num

evaporador rotatério de modo a remover o metanol e a obter um fino filme
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nas paredes do baldo. Posteriormente foi adicionado 10 ml de uma solugéo
de SDS 5 % (p/v) preparada em PBS e esta mistura foi sujeita a agitagdo em
vortex durante 1 minuto, sob atmosfera de azoto, obtendo-se uma solugao
micelar homogénea. Desta solugao foi retirado 1 ml, o qual foi colocado num
disco de Petri sendo esta solugao sujeita a irradiagdo por uma lampada UV
(259 nm) colocada a 4,5 cm acima do disco, durante 3 minutos. As
antocianinas, o ascorbato ou o acido cafeico foram adicionados
imediatamente apds irradiagdo, num intervalo de concentragoes
compreendido entre 5 e 100 uM.

As misturas reaccionais (200 pl) foram imediatamente transferidas
para pipetas Pasteur seladas na extremidade e inseridas na cavidade de um
espectrémetro Bruker EMX 1144 (banda X). Os espectros de Ressonéancia
Paramagnética de Electrdes (RPE) foram obtidos 2 minutos apés irradiagao,
a temperatura ambiente e nas seguintes condicbes instrumentais:
frequéncia, 9.8 GHz; poténcia, 20 mW; amplitude de modulagcido, 3.0 G;
frequéncia de modulacdo, 100.0 kHz; tempo de conversdo, 81,92 ms;
constante de tempo, 40,96 ms; ganho, 5x10°. Durante o periodo de
experiéncias foram regularmente obtidos espectros apenas do ao-TO’, os
quais funcionaram como controlo de modo a garantir uma reprodutibilidade
do sinal de RPE caracteristico deste radical. A concentragdo do radical
o-tocoferoxilo foi avaliada por interpolagdo numa curva de calibragédo
previamente obtida com o radical nitroxido de 2,2,6,6-tetrametil-4-piperidona
(TEMPO), usado como padréo. A curva foi construida a partir das areas dos
sinais de RPE do radical TEMPO, obtidas por dupla integragdo, versus a
concentragao respectiva.

Nos estudos cinéticos, o radical o-tocoferoxilo foi gerado como
previamente descrito, na auséncia ou na presenca de antocianinas 10 uM, e,
1 minuto apéds irradiagdo, o decaimento do radical o-tocoferoxilo foi
monitorizado ao longo do tempo, com um campo magnético fixo de 3480 G,
e em idénticas condi¢gdes instrumentais, excepto, constante de tempo,
81,92 ms e ganho, 1x10°.
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2.6 Analise estatistica

Os valores numéricos apresentados séo o resultado de, pelo menos, 3
experiéncias independentes e estdo expressos como o valor médio + erro
padrdao da média (SEM). A analise estatistica foi efectuada com um
programa adequado (GraphPad Prism), através da analise de variancia
(ANOVA) com um factor e usando o teste de Tukey como teste de
comparacdo multipla de médias. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas para p < 0,05.
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3 RESULTADOS

3.1 Efeitos protectores das antocianinas na oxidagao de

LDL mediada pelo azocomposto AAPH

3.1.1 Ensaio de fluorescéncia do acido cis-parinarico

O acido cis-parinarico (cis-PnA) é um acido gordo polinsaturado com
propriedades fluorescentes e por isso, tem sido utilizado in vitro como uma
sonda muito sensivel para monitorizar os estados iniciais da oxidacdo de
LDL, bem como a sua inibicdo ou prevencdo por varios antioxidantes
(Laranjinha et al., 1992). De facto, a existéncia de quatro duplas ligagdes
conjugadas na sua estrutura quimica tornam esta sonda néo so6 fluorescente
mas também um substracto preferencial para reac¢des de oxidacio, e a sua
degradacao é, portanto, um bom indicativo da oxidacdo dos acidos gordos
polinsaturados intrinsecos. O azocomposto AAPH, enquanto gerador de
radicais peroxilo em fase aquosa, a uma velocidade constante, por
decomposigao térmica, a 37 °C, constitui um adequado sistema iniciador da
oxidacdo das LDL, o qual associado a utilizacdo do acido cis-PnA, tornam
este ensaio particularmente simples, sensivel e reprodutivel no estudo de
oxidantes e antioxidantes (Laranjinha et al., 1994).

O acido cis-PnA incorporado espontaneamente nas particulas de LDL
€ rapidamente oxidado pelos radicais peroxilo derivados do AAPH,
ocorrendo uma diminuicao de fluorescéncia, tal como evidenciado no grafico
inserido na Figura 11 (controlo). A presenga das antocianinas no meio
reaccional provoca uma diminuicdo da velocidade de extingdo de
fluorescéncia do acido cis-PnA, consequéncia de uma diminuicdo da
quantidade de acido cis-PnA oxidado, como exemplificado na mesma figura

com a pelargonidina e a malvidina-3-glucdsido.

46



Resultados

250
200
150

100

Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)

Malv-gluc
50 Pel
] Controlo
O L L B A L I IS I
100 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
.© Tempo (s)
o
c J
«@
O J
D
© 80
St -
TR 4
OO 4
oA A Pel
g8 60
T © 1
B o J
gg ] ek
£5 40+
£g & Malv
p J
°3
EX . Malv-gluc
3 20 +
@ i
—
o
8 J
o ]
0Of+-—r—r—rr—rrr—rrTrrrrr T
0 0,5 1 1,5

Antioxidante (uM)

Figura 11. Efeitos protectores das antocianinas na oxidagéo do acido cis-PnA,
incorporado em LDL, induzida pelo AAPH. As LDL (15 pug/ml) foram incubadas
com acido cis-PnA 1 uM em PBS, a 37 °C. A reac¢ao de oxidagao foi iniciada
por adicdo de AAPH 5 mM na auséncia (controlo) ou na presenca das
antocianinas ou de ascorbato (Asc), usado como antioxidante de referéncia, os
quais foram adicionados imediatamente antes do oxidante. O decréscimo na
intensidade de fluorescéncia, correspondente a oxidagado do acido cis-PnA, foi
avaliado ao fim de 20 min de reacgdo e os valores obtidos na presenca dos
compostos em estudo e do antioxidantes de referéncia foram expressos em
termos de percentagem do controlo. O grafico inserido apresenta os perfis
tipicos obtidos na auséncia (controlo) e na presenca de malvidina-3-glucosido
(Mal-gluc) e pelargonidina (Pel) 1 uM. * p < 0,05; ** p < 0,01 e *** p < 0,001
versus ascorbato.
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A malvidina-3-glucdsido foi dos compostos em estudo o mais eficiente
na protec¢cdo do acido cis-PnA, incorporado nas LDL, contra a oxidagao
induzida pelos radicais peroxilo, enquanto a pelargonidina foi a menos
activa. A cianidina e a malvidina exibiram uma actividade antioxidante
intermédia (Figura 11). A diminuicdo da velocidade de extingdo de
fluorescéncia do acido cis-PnA na presenca das antocianinas em estudo
depende da concentracdo de antocianina usada sendo em qualquer dos
casos significativamente superior a observada com o antioxidante de

referéncia ascorbato (no minimo, p<0,05 para todas as concentragbes

testadas, excepto para a pelargonidina 0,5 uM) (Figura 11).

3.1.2 Formagao de dienos conjugados

Durante a oxidagdo das LDL, os acidos gordos polinsaturados sao
convertidos em hidroperdxidos dienos conjugados, cuja absorvancia
caracteristica no UV a 234 nm tem sido largamente utilizada para seguir, de
forma continua, a formacado destes produtos primarios da peroxidacao
lipidica (Puhl et al., 1994).

Na auséncia das antocianinas, a cinética de formacao dos dienos
conjugados durante a oxidacado das LDL mediada pelo AAPH apresenta uma
primeira fase caracteristica, correspondente a um periodo de inibicao inicial
(PI), durante o qual a oxidagéo lipidica nao € mensuravel ou €& muito
reduzida, provavelmente devido a resisténcia oferecida pelos antioxidantes
intrinsecos das LDL; uma segunda fase de propagacdo da reaccdo de
peroxidacdo (PP) seguida de outra de decomposicéo (PD) (Figura 12). Na
presenca de qualquer uma das antocianinas em estudo, como ilustrado com
a cianidina e a pelargonidina no gréfico inserido da Figura 13, a fase de
inibicdo inicial sofreu um aumento significativo quando comparado com o
controlo. A Figura 13 apresenta os periodos de inibicdo da oxidagao das LDL
na auséncia (controlo) e na presenga de 2 yM dos compostos em estudo

assim como dos antioxidantes de referéncia, Trolox (um analogo
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hidrossoluvel da vitamina E), ascorbato e acido cafeico, um acido fendlico
amplamente conhecido pelas suas propriedades antioxidantes (Laranjinha et
al., 1994).
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Figura 12. Ensaio tipico de monitorizagdo da formagéo de dienos conjugados
durante a oxidagao de LDL iniciada pelo AAPH. As LDL (45 ug/ml) foram
incubadas com AAPH 5 mM, em PBS, a 37 °C (controlo). O tempo de inibigéo
inicial foi determinado como descrito em Materiais e Métodos. Pl, PP e PD
correspondem aos periodos de inibicdo, propagagdo e decomposicao,
respectivamente.

A cianidina e a malvidina-3-glucésido foram as mais eficientes na
inibicdo da iniciagao da peroxidagao lipidica, enquanto a pelargonidina foi a
menos eficiente. A malvidina proporcionou uma proteccdo intermédia das
LDL contra a oxidacdo mediada pelos radicais peroxilo. Todas as
antocianinas em estudo provocaram um aumento significativo do periodo de
inibicdo, mesmo quando comparado com o induzido na presencga de Trolox
ou de ascorbato (*** p < 0,001 antocianinas em estudo versus Trolox ou

ascorbato).
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Figura 13. Efeitos das antocianinas na formacdo de dienos conjugados
durante a oxidagdo de LDL induzida pelo AAPH. As LDL (45 pg/ml) foram
incubadas com AAPH 5 mM, em PBS, a 37 °C, na auséncia (controlo) ou na
presenca das antocianinas 2 uM ou dos antioxidantes de referéncia Trolox,
ascorbato (Asc) ou acido cafeico (Caf). O grafico inserido mostra os perfis de
absorvancia a 234 nm tipicos obtidos na presenga da pelargonidina (Pel) e da
cianidina (Cian) 2 uM, em paralelo com o perfil do ensaio controlo. O periodo
de inibig&o inicial foi expresso em minutos. *** p < 0.001 versus controlo.

Além disso, a cianidina e a malvidina-3-glucésido foram

significativamente mais eficientes na inibicdo da oxidacdo do que o acido

cafeico (™ p < 0,001 cianidina versus acido cafeico e *p<0,05

malvidina-3-glucésido versus acido cafeico).
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3.2 Efeitos protectores das antocianinas na oxidagao de

LDL mediada pela ferrilmioglobina

3.2.1 Ensaio de fluorescéncia do acido cis-parinarico

A ferrilmioglobina é obtida por reacgdo da metamioglobina com o
peréxido de hidrogénio (H,0.), sendo portanto, um produto de oxidagdo com
o ferro hémico na forma de um complexo oxoferril estavel (Fe'V=0) e um
radical transitério na componente globina da hemoproteina. Este produto de
oxidagao ocorre in vivo e € responsavel pela iniciagcdo da peroxidagao
lipidica das LDL (Grinshtein et al., 2003).

A grande sensibilidade do acido cis-PnA a presenca de oxidantes
fisiolégicos como a ferrilmioglobina foi também aproveitada para avaliar a
actividade antioxidante das antocianinas.

O acido cis-PnA incorporado nas LDL, na auséncia destes compostos
polifendlicos, sofre uma rapida oxidagcao apds a adigao de H,O, ao meio
reaccional contendo metamioglobina (Figura 14).

As antocianinas, tal como exemplificado, na Figura 14, para a
malvidina-3-glucosido, diminuem acentuadamente a velocidade de oxidag&o
do acido cis-PnA e de uma forma dependente da concentragdo. De todas as
antocianinas em estudo a mais eficiente é a malvidina-3-glucésido, seguida
pela cianidina, malvidina e por fim a pelargonidina (Figura 15).

Da analise comparativa dos resultados obtidos, ressalta o facto de
todas serem mais eficientes que o ascorbato na proteccdo da oxidacao da

sonda pela ferrilmioglobina em todas as concentragdes usadas (Figura 15).
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Figura 14. Ensaio tipico de avaliacdo dos efeitos protectores das antocianinas
na oxidagdo do acido cis-PnA, incorporado em LDL, induzida pela
ferrilmioglobina. As LDL (30 pg/ml) foram incubadas com o acido cis-PnA 1 uM
e metamioglobina 3 uM, em PBS, a 37 °C. A oxidag&o foi iniciada por adigdo
de H,O, 4,5 uM, na auséncia (controlo) ou na presenga das antocianinas
adicionadas 1 min antes do H,O,. O grafico apresenta os perfis tipicos obtidos
na presenca de diferentes concentragdes de malvidina-3-glucésido.

Curiosamente, a cianidina e a malvidina apresentam, nas nossas
condicdes de ensaio, uma capacidade antioxidante idéntica a do acido
cafeico sendo a malvidina-3-glucésido significativamente mais activa do que
este acido fendlico de referéncia (p < 0,001 malvidina-3-glucosido versus

acido cafeico em todas as concentragbes usadas).
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Figura 15. Efeitos protectores das antocianinas na oxidagéo do acido cis-PnA,
incorporado em LDL, induzida pela ferriimioglobina. Os ensaios foram
realizados conforme descrito na legenda da Figura 14. O decréscimo na

intensidade de fluorescéncia, correspondente a oxidagado do acido cis-PnA, foi
avaliado ao fi

m de 15 min de reacgao e os valores obtidos na presenga dos

compostos em estudo ou dos antioxidantes de referéncia, ascorbato (Asc) e

acido cafeico
*** p < 0,001 antocianinas versus ascorbato.

(Caf), foram expressos em termos de percentagem do controlo.

3.2.2 Formagao de dienos conjugados

A cinética de formacdo dos dienos conjugados em LDL sujeitas a

oxidagao pela ferrilmioglobina (controlo) revela um rapido incremento da
absorvancia a 234 nm, nao se verificando um periodo de inibicdo inicial
como o anteriormente descrito quando a oxidacao foi iniciada pelo
azocomposto AAPH (Figura 16). Na presenca das diferentes antocianinas, a
velocidade de formagao dos dienos conjugados é, nao sé inferior a do
controlo, mas também a do antioxidante de referéncia Trolox (grafico

inserido na Figura 16).
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Figura 16. Efeitos das antocianinas na formacdo de dienos conjugados
durante a oxidagéo de LDL induzida pela ferriimioglobina. As LDL (90 ug/ml)
foram incubadas com metamioglobina 6 uM, em PBS, a 37 °C, na auséncia
(controlo) ou na presenca das antocianinas 2 uM ou do antioxidante de
referéncia Trolox 2 yM (grafico inserido), os quais foram adicionados 2 min
antes de H,O, 9 uM. Ensaio representativo de, pelo menos, 3 experiéncias
independentes.

Alias, embora a pelargonidina e a cianidina induzam aparentemente
uma fase inicial de resisténcia a oxidagéo pela ferrilmioglobina dificilmente
quantificavel, a malvidina-3-glucésido 2 uM inibe quase completamente a
formacdo de dienos conjugados durante o tempo de experiéncia.
Comparativamente as restantes antocianinas em estudo, a pelargonidina foi

mais uma vez o composto que apresentou menor actividade antioxidante,
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tendo a malvidina e a cianidina exibido uma actividade

intermédia

(Figura 16). De salientar que o efeito protector da malvidina-3-glucdsido na

oxidacdo das LDL mediada pela ferriimioglobina é funcdo da sua

concentragao, conforme evidenciado na Figura 17, sendo também superior

ao observado com o antioxidante de referéncia acido cafeico (grafico

inserido).

A (234 nm)

Figura 17. Efeito de diferentes cncentragdes de malvidina-3-glucésido na
formagao de dienos conjugados durante a oxidagdo de LDL promovida pela
ferrilmioglobina. As LDL (90 pg/ml) foram incubadas como descrito na legenda
da Figura 16, na auséncia (controlo) ou na presenca de malvidina-3-glucésido
0,5, 1 e 2 uyM. O gréfico inserido apresenta os perfis obtidos com
malvidina-3-glucésido 2 uM e acido cafeico 2 uM. Ensaio representativo de,
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pelo menos, 3 experiéncias independentes.
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Nas condicbes de ensaio referidas, o ascorbato, também utilizado
como antioxidante de referéncia, nao apresentou qualquer tipo de actividade

sobre a cinética de formacgao dos dienos conjugados.

3.3 Efeitos protectores das antocianinas na oxidagao de

LDL mediada pelo peroxinitrito

3.3.1 Alteragao da mobilidade electroforética

Durante a oxidagcado das LDL, a apolipoproteina B-100 (apoB-100) é
susceptivel de sofrer modificagdes essencialmente por 3 mecanismos. Por
um lado, € muito provavel a ocorréncia da derivatizacdo de residuos de lisina
com produtos da peroxidacao lipidica (incluindo o aldeido maldnico e o
4-hidroxinonenal), os quais neutralizam a carga positiva dos grupos &-NH.
(Steinbrecher et al., 1989; Requena et al., 1997). Por outro lado, é também
possivel o ataque directo por espécies reactivas geradas durante o processo
de oxidagdo das LDL aos residuos de aminoacidos carregados
positivamente e sua conversdao em residuos de carga negativa e/ou
fragmentacdo da propria apoB-100 (Noguchi e Niki, 1994). Estas
modificagbes resultam num aumento da carga negativa da proteina e por
isso num aumento da mobilidade electroforética das LDL. Assim, exploramos
esta caracteristica das LDL para monitorizar a sua oxidagao pelo peroxinitrito
e o potencial efeito protector das antocianinas.

Como evidenciado na Figura 18, na auséncia das antocianinas, a
mobilidade electroforética em gel de agarose das LDL sujeitas a ac¢do do
peroxinitrito é significativamente superior a das LDL nativas (p < 0.001). Na
presenca de cianidina, malvidina ou malvidina-3-glucésido, a mobilidade
electroforética das lipoproteinas diminuiu significativamente quando

comparada com a observada na auséncia dos referidos compostos
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(p <0.001), indicando que tais polifendis previnem em aproximadamente
60 % as alteragdes na densidade de carga total negativa das LDL induzidas

pelo peroxinitrito.
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Figura 18. Efeito das antocianinas na mobilidade electroforética relativa
(M.E.R.) das LDL apés oxidagao iniciada pelo peroxinitrito. As LDL (360 pg/ml)
foram incubadas com peroxinitrito 500 uM, na auséncia ou na presenca de
antocianinas 20 yM, em PBS, durante 1 hora, a 37 °C. As alteragdes na
densidade de carga da apoB das amostras de LDL foram avaliadas por
electroforese em gel de agarose a 0,5 % e expressas em termos de
mobilidade electroforética relativa (M.E.R.), isto €, como a razéo entre as
distancias percorridas pelas amostras de LDL tratadas e nao tratadas (LDL
nativas). *** p < 0.001 versus LDL tratadas com peroxinitrito. A fotografia
inserida representa um gel tipico depois de submetido a electroforese e
contendo LDL nativas (LDL), LDL tratadas com peroxinitrito na auséncia
(ONOOQ) e na presenga de malvidina-3-glucésido (Malv-G) e cianidina (Cian).

De salientar que esta actividade foi idéntica para as trés antocianinas

anteriormente referidas. Nas mesmas condigbes experimentais, os efeitos
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protectores exibidos pelo composto monohidroxilado no anel B,

pelargonidina, ndo foram estatisticamente significativos.

3.3.2 Formagao de grupos carbonilo

A formacgao de grupos carbonilo na apoB-100 tem sido usada como um
marcador precoce do dano oxidativo proteico das LDL (Yan et al., 1995). De
modo similar ao descrito na alteracdo da mobilidade electroforética, a
formacgdo de grupos carbonilo pode resultar, por um lado, da oxidacao
directa de alguns residuos de aminoacidos da apoproteina, como os de
lisina, cisteina e histidina e, por outro lado, da reaccdo dos aldeidos,
formados durante a peroxidagao lipidica, com os referidos residuos.
Contudo, estudos in vitro recentes sugerem que, na presenga do
peroxinitrito, & improvavel a ocorréncia da oxidacao lipidica das LDL, pelo
que a formagéo de grupos carbonilo nas LDL resultara, putativamente, da
interacgdo directa do peroxinitrito, ou de outras espécies oxidantes
resultantes da sua decomposi¢cao, com os aminoacidos da apoB (Dinis et al.,
2002).

O conteudo em grupos carbonilo da apoproteina das LDL &, assim, um
importante biomarcador da oxidacao proteica e por isso a sua quantificacdo
espectrofotométrica, apés reaccao com a 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH)
em meio acido, constitui um ensaio simples e adequado para a avaliagcéo da
extensdo da oxidagao das lipoproteinas induzida pelo peroxinitrito bem como
para a avaliagdo da sua protecgao pelas antocianinas (Dinis et al., 2002).

A incubacdo das LDL com o peroxinitrito resulta num aumento
significativo da formagao de grupos carbonilo na apoproteina (p <0.001
versus LDL nativas), como documentado na Figura 19. Quando as LDL
foram incubadas com antocianinas 20 uM imediatamente antes do
tratamento com peroxinitrito, o conteuddo em grupos carbonilo diminuiu
significativamente, sugerindo que todos os compostos em estudo previnem

eficazmente o dano oxidativo proteico das LDL mediado pelo peroxinitrito.
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Figura 19. Efeito protector das antocianinas na formacgéao de grupos carbonilo
na apoB das LDL induzida pelo peroxinitrito. As LDL (500 pg/ml) foram
incubadas com peroxinitrito 500 pM, na auséncia ou na presenga de
antocianinas 20 uM, em PBS, durante 1 hora, a 37 °C. O contetido em grupos
carbonilo foi determinado espectrofotometricamente, apds reacgdo com a
2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) em meio acido, como descrito em Materiais e
Métodos, e expresso em nmol de carbonilos/mg de proteina. ** p < 0.01 e
*** p < 0.001 versus LDL tratadas com peroxinitrito.

Alias, a pelargonidina, a cianidina € a malvidina exibiram idéntica
actividade protectora enquanto a malvidina-3-glucésido foi a mais eficiente,
induzindo uma redugao na formacao dos grupos carbonilo de
aproximadamente 45 %.

De realcar que as concentragbes de antocianinas utilizadas nos
ensaios de oxidagao lipidica foram significativamente inferiores as utilizadas
nos ensaios de oxidacdo proteica das LDL. Tal facto deve-se a maior
sensibilidade dos métodos utilizados para avaliar a oxidagao lipidica

relativamente aos usados para avaliar a oxidagao proteica.
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3.4 Interaccdo das antocianinas com o radical

o-tocoferoxilo

A capacidade das antocianinas para regenerarem o o-tocoferol
(a-TOH), o principal antioxidante lipofilico presente nas LDL, foi avaliada e
comparada recorrendo a um ensaio relativamente simples e rapido, o qual
tem por base a formagao do radical a-tocoferoxilo (a-TO) por irradiagéo de
micelas de SDS contendo o-TOH e sua deteccado por espectroscopia de
Ressonancia Paramagnética de Electroes (RPE) (Witting et al., 1996).

Como representado na Figura 20, apds irradiacdo UV, durante 3
minutos, das micelas de SDS contendo o-TOH 1 mM, foi possivel observar a

formagao de um espectro de sete linhas caracteristico do a-TO".

a-TO°

10G

Figura 20. Efeito de uma antocianina tipica, cianidina (Cian) no decaimento do
radical o-tocoferoxilo (0-TO") avaliado directamente por espectroscopia de
Ressonancia Paramagnética de Electrées (RPE). O radical o-TO" foi gerado
por irradiagdo UV, durante 3 minutos, de micelas de SDS a 5 % contendo
a-TOH 1 mM. Os espectros de RPE foram obtidos 2 minutos apds irradiagéo
na auséncia ou na presenga de varias concentragdes da antocianina, nas
condices referidas em Materiais e Métodos.
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A adicdo de concentragdes crescentes das antocianinas
imediatamente ap6és o termo da irradiagao, resultou numa diminuicdo da
intensidade do sinal do a-TO’, indicativa de uma diminuicdo da sua
concentragdo, como evidenciado para a cianidina (Figura 20). Nestas
condicbes experimentais, a malvidina-3-glucésido foi a menos eficiente,
embora todas as antocianinas em estudo tenham exibido capacidade de

regeneracdo do o-TOH significativamente superior a do antioxidante de

referéncia, acido cafeico, em todas as concentracdes testadas (Figura 21).
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Figura 21. Efeitos de diferentes concentracdes das antocianinas na
concentragcdo do radical a-tocoferoxilo, gerado nas condi¢gdes experimentais
indicadas na figura anterior. A concentragao do radical o-TO" foi determinada
como previamente descrito em Materiais e Métodos. O acido cafeico (Caf) e o
ascorbato (Asc) foram utilizados como antioxidantes de referéncia. * p < 0,05;
**p <0,01e** p<0,001 antocianinas versus acido cafeico (Caf) em idéntica
concentracao.

De modo semelhante ao observado com o ascorbato, concentragdes
iguais e superiores a 25 uM de pelargonidina, cianidina ou malvidina

suprimiram quase totalmente o sinal de RPE do a-TO’, o que sugere a
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elevada eficiéncia das antocianidinas na regeneragao praticamente total do

a-TOH (Figura 21). Em conformidade com estes resultados, os estudos

cinéticos revelaram que as antocianinas aceleram o decaimento do a-TO" de

um modo dependente da concentragdo, como exemplificado para a

malvidina-3-glucésido (grafico inserido, Figura 22).
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Figura 22. Efeito das antocianinas no decaimento do radical a-tocoferoxilo
seguido ao longo do tempo. O o-TO’ foi gerado como previamente descrito e a
cinética foi registada 1 minuto apos irradiagdo na auséncia ou na presencga de
antocianinas 10 uyM. Estes ensaios foram realizados nas condi¢cdes descritas
em Materiais e Métodos. Os perfis tipicos inseridos foram obtidos na auséncia
ou na presenca de diferentes concentragdes de malvidina-3-glucésido.
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A pelargonidina, a cianidina e a malvidina exibiram maior actividade,
induzindo um decaimento mais rapido do radical quando comparado com o
observado na presenca de malvidina-3-glucésido em idéntica concentragao
(Figura 22).
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4 DISCUSSAO

Nos ultimos anos, tem sido dada particular atengdo ao estudo da
actividade antioxidante das antocianinas. De facto, varios estudos sugerem
que estes compostos polifendlicos largamente distribuidos na dieta
mediterranica, e em especial no vinho tinto, parecem ser, pelo menos
parcialmente, responsaveis pelos efeitos protectores do seu consumo
moderado na incidéncia das doencas cardiovasculares (Renaud et al., 1992;
Frankel et al., 1995; Teissedre et al., 1996; Kerry et al., 1997; Ghiselli et al.,
1998).

Investigagbes recentes tém evidenciado os potenciais efeitos das
antocianinas na prevencao das modificagdes proteica e lipidica das LDL
induzidas pelo cobre ou pelos radicais peroxilo gerados pelo azocomposto
AAPH (Satué-Gracia et al., 1997; Kerry et al., 1997; Ghiselli et al., 1998;
Heinonen et al., 1998; Kahkdnen et al., 2003; Chang et al., 2006). Para estes
efeitos protectores foram sugeridos mecanismos de complexagdo de ides
metalicos e captacao de radicais livres (Satué-Gracia et al., 1997; Ghiselli et
al., 1998; Ichiyanagi et al., 2004).

Neste contexto, a data do inicio deste trabalho, era pertinente a
avaliagdo e a comparacdo das actividades antioxidantes de quatro
antocianinas estruturalmente relacionadas e largamente abundantes no
vinho tinto, a pelargonidina, a cianidina, a malvidina e a
malvidina-3-glucésido. Estruturalmente, os compostos em estudo diferem no
padrao de hidroxilagdo ou metoxilagdo do anel B (pelargonidina, cianidina e
malvidina) e para a malvidina-3-glucésido acresce a glicosilagdo em C3
(Figura 10). Neste estudo foram avaliados, entre outros aspectos, a
capacidade destas antocianinas em diminuir a susceptibilidade das LDL
humanas as modificagcdes oxidativas induzidas quer pelo azocomposto
AAPH, quer por dois oxidantes fisiologicamente relevantes, a ferrilmioglobina

€ 0 peroxinitrito.
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4.1 Proteccao da oxidacao dos lipidos das LDL

Como avaliado pelo ensaio do acido cis-parinarico e pela formagao dos
dienos conjugados, as antocianinas em estudo, em concentragbes
relativamente baixas, nomeadamente 0,5 uM, protegem eficientemente as
LDL da oxidagao lipidica mediada pelos radicais peroxilo, gerados por
degradacao térmica do AAPH (Figuras 11 e 13), ou pela ferrilmioglobina
(Figuras 14-17). Nestas condicbes experimentais e em todos 0s ensaios
efectuados, as antocianinas exibiram uma forte actividade antioxidante,
inclusivamente superior a do ascorbato, um antioxidante de referéncia muito
bem conhecido. Nos ensaios de oxidagao das LDL, em termos da formacéao
de dienos conjugados, todas as antocianinas em estudo foram também mais
eficientes na redugdo da velocidade de formagao dos dienos do que o
Trolox, um analogo hidrossoluvel da vitamina E, também utilizado como
antioxidante de referéncia (Figuras 13 e 16).

Os resultados obtidos da proteccdo das LDL contra a oxidacao
mediada pelo AAPH ou pela ferrilmioglobina foram dependentes ndo s6 da
concentragcao mas também da estrutura quimica da antocianina em estudo.

De facto, apesar dos efeitos protectores conferidos pelas antocianinas
serem afectados pelo oxidante usado como iniciador e pelos ensaios
escolhidos para seguir a oxidagcao das LDL, a cianidina, uma antocianidina
dihidroxilada nas posicdées 3’ e 4 do anel B (estrutura catecdlica), e a
malvidina, dimetoxilada nas posicbées 3" e 5 (Figura 10), exibiram uma
actividade antioxidante superior a da pelargonidina, o analogo
monohidroxilado na posi¢gdo 4’ do mesmo anel. De facto, a titulo de exemplo,
para uma concentracdo de 1,5 uM, a cianidina e a malvidina induziram um
decréscimo da oxidacdo do cis-PnA, respectivamente, de cerca de 1,7 e 2
vezes superior ao da pelargonidina (Figura 11).

Por outro lado, a malvidina-3-glucésido foi mais eficiente na protecgao
das LDL contra a oxidagao mediada pelo AAPH ou pela ferrilmioglobina do
que a malvidina, o seu derivado nao glicosilado (Figuras 11, 13, 15, 16).

Assim, o grau e a posicdo de hidroxilagcdo e metoxilacdo no anel B bem
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como o padrao de glicosilagao no anel C parecem afectar a reactividade das
antocianinas modulando, deste modo, as propriedades antioxidantes destes
polifendis.

A estrutura catecdlica no anel B da cianidina confere elevada
estabilidade aos radicais fenoxilo por participagdo na deslocalizagado
electronica, sendo esta uma provavel explicagdo para a maior actividade
antioxidante desta antocianina relativamente a da pelargonidina, o que esta
de acordo com o trabalho realizado por Seeram e colaboradores (2002).

A maior actividade da malvidina, em comparagao com a do composto
monohidroxilado, pelargonidina, podera resultar da presenca dos
substituintes metoxilo no anel B, os quais, enquanto agentes nucleofilicos,
contribuirdo certamente para o aumento da estabilidade da antocianina e a
do radical resultante, hipotese também corroborada por Satué-Gracia (1997).

Por outro lado, a (glicosilagdo na posicdo 3 do anel C da
malvidina-3-glucésido estabiliza também a estrutura deste composto,
maioritariamente presente no vinho tinto, o que podera explicar a sua maior
actividade antioxidante quando comparada com a da malvidina. Este factor
contribuirda  igualmente para justificar a maior capacidade da
malvidina-3-glucésido em proteger as LDL da oxidacao lipidica, induzida
quer pelo azocomposto AAPH (Figura 13) quer pela ferrilmioglobina (Figuras
15 e 17), do que o acido cafeico, um acido fendlico também utilizado como
antioxidante de referéncia em varios ensaios.

Em suma, estes resultados estdo de acordo com o estudo realizado
por Ichiyanagi e colaboradores (2004), segundo o qual a reactividade das
antocianinas com o AAPH, na auséncia de LDL, esta particularmente
dependente da estrutura aglicona destes polifendis bem como dos seus
substituintes.

Em conformidade com estes resultados e segundo Ghiselli e
colaboradores (1998), um mecanismo de captagao dos radicais peroxilo
gerados na fase aquosa parece estar envolvido na proteccdo das
antocianinas face ao azocomposto. Concretamente, tem sido sugerido que

os radicais gerados pela decomposicdo do AAPH reagem com as
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antocianinas por remog¢ao de um atomo de hidrogénio dos grupos hidroxilo
presentes no anel B, tal como acontece com outros flavonodides (Ichiyanagi
et al., 2004). Este mecanismo pode também contribuir para a inibicdo da
oxidacao iniciada pela ferrilmioglobina, embora esta inibicao possa
igualmente ser explicada pela reducédo deste oxidante a metamioglobina, o
que estaria de acordo com o0 mecanismo proposto por Laranjinha e
colaboradores (1995) para os acidos fendlicos da dieta. No presente
trabalho, a confirmagao deste mecanismo por estudos espectrais ndo foi
possivel dada a elevada absorgédo das antocianinas numa gama alargada de
comprimentos de onda. De facto, estes compostos tém uma absorcao
maxima entre 270-280 e 510-540 nm, sendo grande a sua interferéncia
directa com os espectros quer da metamioglobina, com picos de absor¢ao
caracteristicos a 505 e 631 nm, quer da ferrilmioglobina, com picos a 548 e
582 nm.

Vérios estudos tém sugerido que as propriedades antioxidantes das
antocianinas podem também estar relacionadas com a sua ligacédo a
proteinas por ligagdes de hidrogénio, interac¢des hidrofébicas e até ligagoes
covalentes (Teissedre et al., 1996; Satué-Gracia et al., 1997). De facto, uma
vez que a apoB constitui aproximadamente 21 % da massa da particula de
LDL, ¢é possivel que diferengas na ligagado das antocianinas a esta proteina
possam afectar e explicar, pelo menos parcialmente, as diferencas na
eficiéncia antioxidante destes polifendis. Alias, a forte interac¢do entre o
residuo de glucose e as proteinas podera constituir mais uma possivel
explicacao para a maior proteccdo conferida pela malvidina-3-glucosido
contra a oxidacao das LDL induzida quer pelo AAPH (Figuras 11 e 13) quer
pela ferrilmioglobina (Figuras 15 e 16) relativamente a observada com a
malvidina, o que esta de acordo com o trabalho realizado por Lapidot e
colaboradores (1999). Neste contexto, sédo necessarios mais estudos sobre
a interaccdo das antocianinas com a apoB das LDL para clarificar o
verdadeiro impacto deste factor no mecanismo de inibicdo da oxidacédo das
LDL.
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4.2 Proteccao da oxidacgao proteica das LDL

As antocianinas em estudo apresentaram também elevada capacidade
para proteger a apoproteina das LDL das modificacbes oxidativas induzidas
pelo peroxinitrito, um poderoso oxidante formado in vivo por reacg¢ao entre o
anido superoxido e o oxido nitrico, como avaliado pelas alteragdes na
mobilidade electroforética das LDL e pela formacdo de grupos carbonilo
(Figuras 18 e 19).

Embora, estes efeitos protectores conferidos pelas antocianinas
estejam dependentes da estrutura quimica do polifenol sendo possivel
estabelecer algumas relagbes estrutura-actividade, estas nao sdo tao
evidentes como as estabelecidas com os iniciadores AAPH e
ferrilmioglobina.

A cianidina, com estrutura catecdlica, e a malvidina, o composto
dimetoxilado, foram significativamente mais eficientes na redugdo das
alteragbes na densidade de carga das LDL induzidas pelo peroxinitrito do
que a pelargonidina monohidroxilada, o que estd de acordo com os
resultados atras descritos para os outros oxidantes (Figura 18). No seu
conjunto, estes resultados sugerem que o grau de hidroxilagdo e
metoxilagdo no anel B contribuem para a modulagdo da actividade
antioxidante exibida por estes compostos. No entanto, nas condigbes
experimentais usadas, face a agressao promovida pelo peroxinitrito, a
malvidina e a malvidina-3-glucésido exibiram idéntica actividade
antioxidante, sugerindo que a presenca de glucose no anel C nao contribui
para um aumento da protecg¢ao conferida a apoproteina das LDL.

Relativamente a proteccao na formagao de grupos carbonilos na
presengca de peroxinitrito, a pelargonidina, a cianidina e a malvidina
induziram um decréscimo semelhante, sugerindo que a estrutura quimica
basica das antocianinas € aqui também a potencial responsavel por este
efeito e que adicional hidroxilagdo ou metoxilagdo ndo é essencial na
protecgdo contra estas modificagbes oxidativas proteicas (Figura 19). Por

sua vez, a malvidina-3-glucésido foi mais eficiente na reducdo da formacgao
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de grupos carbonilo na apoB-100 do que a malvidina, podendo este
acréscimo de actividade ser atribuido ao residuo de glucose.

Em suma, a actividade antioxidante das antocianinas na presencga do
peroxinitrito € pouco sensivel a diversidade estrutural destes compostos,
sendo particularmente dificil estabelecer algumas relagbes
estrutura-actividade, o que provavelmente também estara relacionado com
os ensaios escolhidos para seguir a oxidagao proteica das LDL. Contudo, e
nas condigbes experimentais referidas, € possivel estabelecer algumas
diferencas. Assim, a cianidina apresentou uma actividade antioxidante
superior a pelargonidina, sugerindo uma potencial contribuicdo do grau de
hidroxilagdo no anel B quando na presencga do potente oxidante peroxinitrito.
Nestas condi¢gbes, a malvidina-3-glucésido foi o composto que apresentou
maior eficiéncia na proteccdo das LDL, reforcando a importadncia da
glicosilacao no anel C para tal eficiéncia.

Para tentar esclarecer os mecanismos envolvidos na protecgcdo das
antocianinas contra as modificacbes proteicas das LDL mediadas pelo
peroxinitrito foram realizados estudos espectrais para avaliagdo da
interacgdo directa do peroxinitrito com estas antocianinas (resultados nao
apresentados). Como desta interacgdo resultou um espectro totalmente
desprovido de picos caracteristicos quer das antocianinas quer do nitrofenol,
presente em caso de nitragdo a 430 nm, estes estudos ndo se revelaram
particularmente esclarecedores dos mecanismos envolvidos. Contudo, é
provavel que esta protecgido conferida pelas antocianinas seja resultado da
reacgao directa com o anido peroxinitrito, o que estd de acordo com o
proposto em alguns estudos recentes (Tsuda et al.,, 2000; Serraino et al.,
2003; Ichiyanagi et al., 2004; Rahman et al., 2006).

Outro mecanismo possivel para estes efeitos protectores das
antocianinas estara relacionado com a captacdo de espécies radicalares
resultantes da decomposigcdo do peroxinitrito, nhomeadamente o radical
hidroxilo. Em concordancia com esta hipotese, Garcia-Alonso e
colaboradores (2005) demonstraram recentemente que as antocianinas, e

em particular a malvidina-3-glucésido, exibem actividade "scavenger" do
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radical hidroxilo. De salientar a possibilidade de captagédo directa ndo sé
pelas proprias antocianinas mas também pelos produtos de decomposigédo
destes pigmentos polifendlicos, tal como sugerido por Tsuda e
colaboradores (2000). Neste estudo, centrado na pelargonidina, os autores
sugerem que nao é sO este composto mas também o acido fendlico,
p-hidroxibenzdico, resultante da sua degradagdo, que reagem com O
peroxinitrito protegendo, deste modo, a tirosina da nitracdo através da
formagado do acido 4-hidroxi-3-nitrobenzoico. Como é sobejamente sabido,
varios produtos resultantes de nitragcdo proteica tém sido detectados em
lesdes aterosclerdticas das artérias coronarias humanas pelo que a inibicao
desta reacgdo assume uma relevancia extraordinaria (Leeuwenburgh et al.,
1997).

A actividade antioxidante destes compostos face ao oxidante
fisioldgico peroxinitrito pode também ser atribuida a possibilidade de
ocorréncia de diferentes interaccdes com a apoproteina das LDL, tal como
referido para a ferrilmioglobina. Alias, este factor deve ser particularmente
importante atendendo ao facto de o alvo primario da interacgdo do
peroxinitrito pré-sintetizado com as LDL ser a apoproteina, conforme
demonstrado por Dinis e colaboradores (2002). Neste contexto, mais
estudos sao necessarios para conhecer as referidas interacgbes
antocianinas-apoB bem como as suas implicagdes no mecanismo
subjacente a protecgao conferida.

De qualquer maneira, os resultados apresentados neste trabalho estéo
de acordo com o estudo elaborado por Serraino e colaboradores (2003) no
qual foi demonstrada a capacidade das antocianinas de inibirem multiplos
processos oxidativos induzidos pelo peroxinitrito nomeadamente a disfuncéo
endotelial. Em contraposicéo, o presente estudo distingue-se claramente do
realizado por Shafiee e colaboradores (2003). Neste ultimo, pouca
importancia foi dada a proteccédo conferida pelo extracto de uvas contendo
essencialmente antocianinas na oxidagao de LDL iniciada pelo peroxinitrito,

gerado a partir de SIN-1.
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Alias, é de salientar, que na maior parte dos trabalhos realizados até
ao momento, apenas foram usados extractos de uvas ou de vinhos. Nesse
sentido, o presente trabalho é, sem duvida, uma mais valia pois utilizando
antocianinas isoladamente torna-se possivel identificar quais as que exibem

maior actividade antioxidante no ambito da oxidagao das LDL.

4.3 Regeneragao do a-tocoferol

Os estudos de ressondncia paramagnética de electrdoes (RPE)
realizados no presente trabalho sugerem também a potencial capacidade
das antocianinas para regenerarem o a-tocoferol (a-TOH), o principal
antioxidante presente nas LDL. De facto, os resultados apresentados
evidenciam ndo so a elevada eficiéncia destas antocianinas para reduzirem
a intensidade do sinal do radical a-TO" como também para acelerar o
decaimento desse radical gerado por irradiagdo UV de micelas de SDS
contendo a-TOH (Figuras 20-22). Esta elevada eficiéncia pode ser associada
as propriedades hidrofilicas das antocianinas, cuja localizagdo na interface
lipido-agua das micelas facilita a interac¢cao destes compostos polifendlicos
com o a-TOH a superficie das mesmas. Esta hipotese podera explicar a
actividade idéntica exibida particularmente pelas antocianidinas em estudo,
pelargonidina, cianidina e malvidina, e o ascorbato, antioxidante
hidrossoluvel de referéncia na regeneracao do a-tocoferol.

Atendendo ainda a referida possibilidade de ligagao das antocianinas
as proteinas, a idéntica capacidade das antocianidinas para reduzirem o
a-TO" a a-TOH pode estar pelo menos parcialmente relacionada com a
auséncia de proteina neste modelo experimental de micelas de SDS. Este
factor também podera explicar a menor actividade antioxidante da
malvidina-3-glucésido relativamente a malvidina atendendo por um lado a
conhecida interaccdo do residuo de glucose com as proteinas e por outro ao
impedimento estereoquimico associado a esse residuo na estrutura da

malvidina-3-glucosido. No sentido de esclarecer a influéncia da proteina na
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actividade regeneradora do a-TOH pelas antocianinas seria pertinente uma
futura avaliagao desta actividade num modelo de LDL humanas.

A estrutura aglicona das antocianinas parece ser fundamental para
explicar a destacada actividade destes polifenéis quando comparada com a
exibida pelo acido cafeico, o acido fendlico utilizado como referéncia.
Apenas a referida estrutura podera justificar o facto de em todas as
concentracdes estudadas, as antocianinas terem exibido maior capacidade
de regeneracgao do o-TOH do que o acido cafeico.

Independentemente do mecanismo subjacente a esta actividade e de
acordo com o conhecido efeito das antocianinas na prevengcéo do consumo
do a-TOH (Ghiselli et al., 1998; Frank et al., 2002), os resultados
apresentados sugerem que as antocianinas poderdo influenciar
efectivamente a resisténcia das LDL a oxidagdo por regeneracdo desta
vitamina.

Em suma, a pelargonidina, a cianidina, a malvidina e em particular a
malvidina-3-glucésido protegem efectivamente as LDL das modificacoes
oxidativas mediadas quer pelo azocomposto AAPH, quer pelos dois
oxidantes com relevancia fisioldgica no contexto da aterogénese, a
ferrilmioglobina e o peroxinitrito. Tal actividade protectora, associada a
capacidade das antocianinas para regenerarem o a-TOH, o principal
antioxidante lipofilico presente nas LDL, podem contribuir para os beneficios
associados a ingestdo de antioxidantes na dieta e, em especial, ao consumo
moderado de vinho tinto na diminuicio do risco de doencgas

cardiovasculares.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Dada a ampla distribuicdo das antocianinas na dieta mediterranica e
em particular no vinho tinto, varios estudos tém sido realizados para avaliar a
actividade antioxidante destes flavondides na oxidacdo das LDL humanas e
a sua potencial contribuicdo na prevencao das doencas cardiovasculares.

O presente estudo destaca o papel importante das antocianinas na
proteccdo das LDL contra a oxidagdo mediada quer pelo azocomposto
AAPH quer por dois oxidantes biologicamente relevantes no contexto da
aterogénese, a ferrilmioglobina e o peroxinitrito.

Como sugerido pela diminuicdo da velocidade de extincdo da
fluorescéncia do acido cis-PnA incorporado e pela reducado da formagao de
dienos conjugados, as antocianinas em estudo preveniram eficientemente a
oxidagcao lipidica das LDL promovida pelos radicais peroxilo ou pela
ferrilmioglobina, de uma forma dependente da sua concentracdo e da
estrutura quimica. A cianidina, com estrutura catecdlica no anel B, bem
como a malvidina, dimetoxilada nas posicbes 3' e 4', apresentaram uma
maior eficiéncia protectora do que a pelargonidina, uma antocianidina com
estrutura monofendlica no anel B. A malvidina-3-glucdsido exibiu também
maior actividade antioxidante do que a respectiva aglicona - a malvidina.
Esta actividade antioxidante das antocianinas parece estar relacionada, por
um lado, com a sua capacidade de captacdo de radicais peroxilo e, por
outro, com a possibilidade de reducgéo da ferrilmioglobina a metamioglobina.

As antocianinas em estudo preveniram também eficazmente a
oxidagao da apoB das LDL, em termos da alteragdo da sua carga eléctrica e
da formagédo de grupos carbonilo, induzida pelo peroxinitrito. No entanto,
esta proteccdo parece ser menos sensivel a diversidade estrutural dos
compostos em estudo quando comparada com a exibida na presenga da
ferrilmioglobina ou dos radicais peroxilo. Assim, face ao peroxinitrito, ndo é
possivel estabelecer grandes diferengas na relagao estrutura-actividade das

antocianinas em estudo, embora a estrutura aglicona basica destes
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compostos seja certamente fundamental para justificar a intensa actividade
antioxidante exibida por este grupo de flavondides. De qualquer maneira e
nos ensaios efectuados com peroxinitrito, a cianidina e a malvidina exibiram
idéntica ou superior actividade antioxidante em relacdo a pelargonidina,
sugerindo uma provavel contribuicdo do grau de hidroxilagdo e metoxilagao
no anel B, e a malvidina-3-glucésido apresentou também igual ou superior
eficiéncia na proteccdo das LDL, insinuando a potencial colaboracdo da
glicosilagdo no anel C para tal eficiéncia. Assim, a protecgao das LDL
conferida pelas antocianinas contra o peroxinitrito é provavelmente o
resultado da reaccdo directa com o préprio anido e/ou as espécies
radicalares resultantes da sua decomposicdo, nomeadamente o radical
hidroxilo.

A potencial interaccdo das antocianinas em estudo com a apoB das
LDL podera também explicar a elevada proteccdo conferida por estes
compostos polifendlicos as LDL contra a oxidagao induzida particularmente
pela ferrilmioglobina ou pelo peroxinitrito. Neste contexto torna-se premente
a realizagao de mais estudos no sentido de investigar quais os mecanismos
moleculares subjacentes a referida protecgao.

Os estudos de ressonancia paramagnética de electrdes num modelo
de micelas de SDS contendo a-TOH evidenciaram a elevada capacidade
das antocianinas em estudo para regenerarem, de uma forma dependente
da concentracao, este antioxidante lipofilico maioritariamente presente nas
LDL. A elevada eficiéncia destes compostos para reduzirem o a-TO" a
a-TOH podera explicar, pelo menos parcialmente, a resisténcia das LDL a
oxidacao na presenga dos compostos polifendlicos em estudo.

Em suma, os efeitos protectores das antocianinas relativamente as
LDL parecem estar claramente dependentes dos oxidantes usados como
iniciadores bem como dos ensaios escolhidos para seguir essa oxidagéo,
existindo por isso alguma dificuldade em estabelecer uma evidente relagéo
estrutura-actividade para os compostos polifendlicos estudados.

Independentemente deste facto, o presente trabalho destaca a

potencial relevancia de todas as antocianinas em estudo na proteccédo das
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LDL contra as modificagdes lipidicas ou proteicas induzidas por varios
oxidantes, bem como a sua elevada capacidade de regeneragao do a-TOH.
Estes resultados contribuem portanto para o fortalecimento da ja reportada
actividade antioxidante das antocianinas. Esta actividade exibida pela
pelargonidina, cianidina, malvidina e em particular pela malvidina-3-
glucésido, composto maioritariamente presente no vinho tinto, podera directa
ou indirectamente explicar a conhecida cardioprotecgdo associada ao
consumo regular e moderado do vinho.

Atendendo a distribuicdo destas antocianinas no vinho tinto, sera
pertinente a realizacdo de estudos in vivo em modelos animais no sentido de
avaliar a possivel aplicagdo clinica destes flavondides, ja considerados como
responsaveis pelo recentemente denominado paradoxo Francés Il.

Como seria de prever e segundo varios estudos, a avaliagdo completa
dos efeitos biolégicos das antocianinas devera ter sempre em consideragao
os efeitos exibidos por todos os seus metabolitos e seus produtos de
degradacao in vivo. Atendendo a que as antocianinas sao metabolizadas
dando origem as correspondentes antocianidinas e que os seus produtos de
degradacdo sado maioritariamente os respectivos acidos fendlicos,
sobejamente conhecidos pela sua actividade antioxidante, € previsivel que o
potencial antioxidante das antocianinas ingeridas na dieta seja muito maior
do que o exibido in vitro por estes compostos polifendlicos isoladamente.

Tendo em consideracdo que a malvidina-3-glucésido é a antocianina
mais abundante no vinho tinto e que a malvidina é o seu correspondente
metabolito in vivo, o presente trabalho, destacando as suas elevadas
capacidades em proteger as LDL humanas das modificacbes oxidativas
lipidicas e/ou proteicas, sugere o potencial contributo que estes compostos
terdo na prevengao da principal causa de morbilidade e mortalidade a nivel

mundial, as doengas cardiovasculares.
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“It is a great error to consider a heavy
tax on wine as a tax on luxury. On the
contrary it is a tax on the health of our

citizens.”

Thomas Jefferson
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