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Resumo

Introducdo: As proantocianidinas também designadas por taninos condensados, sdo
compostos fendlicos que pertencem & familia dos flavondides e estio amplamente
distribuidos pelas frutas, sementes e vegetais. A biodisponibilidade das
proantocianidinas ¢ determinada pela estrutura quimica e as suas propriedades

biologicas estdo associadas a recaptacdo de radicais livres.

Metodologia: Esta revisdo foi realizada com base na pesquisa de informagao credivel
em varias bases de dados (Pubmed, o Cochrane e a B-on) e obteve-se como resultado
final 83 referéncias. Relativamente aos filtros utilizados excluiram-se as referéncias

bibliograficas com mais de 10 anos.

Resultados: A revisdo bibliografica sugere que a presenga de proantocianidinas nos
alimentos esta relacionada com as suas propriedades anti-oxidantes, anti-inflamatorias,
anti-microbianas e anti-cancerigeneas. Vdrios estudos reconhecem que as
proantocianidinas t€ém propriedades interessantes face a4 obesidade, diabetes, doencas

cardiovasculares, artrite reumatoide, cancro e infe¢des urindrias.

Discusséo e perspetivas futuras: A ingestdo de alimentos ricos em proantocianidinas
pode exercer uma acdo coadjuvante numa abordagem integrada com objectivo
preventivo ou terapéutico em diversas patologias. Ao longo do tempo tém sido feitos
varios estudos nesta drea no sentido de aprofundar os conhecimentos relativos as
propriedades biologicas destes compostos. As investigacdes realizadas recentemente
tém revelado que a administragdo das proantocianidinas em concomitincia com outras

terapéuticas podera trazer enormes vantagens para a saude.
Palavras Chave introducdo: estrutura quimica de proantocianidinas

Palavras Chave resultados: capacidade anti-oxidante das proantocianidinas






Abstract

Introduction: Proanthocyanidins, also called condensed tannins, are phenolic
compounds belonging to the flavonoid family and are widely distributed among fruits,
seeds and vegetables. The bioavailability of proanthocyanidins is determined by their
chemical structure and biological properties and is mainly attributed to the ability to
uptake free radicals as by its antioxidant activity.

Methods: We conducted an initial literature search from which we obtained 125
references and subsequently held a secondary research in order to select the most
thorough way the articles obtained, resulting in a total of 83 articles. The databases
consulted for this literature search were: Pubmed, Cochrane and the B-on. Concerning
filters used were excluded bibliographic references with more than 10 years.

Results: Proanthocyanidins have anti-oxidant, anti-inflammatory anti-microbial anti-
cancerigeneous properties, and several studies recognize that proanthocyanidins have
interesting properties regarding control of obesity, diabetes, cardiovascular disease,
rheumatoid arthritis, cancer and urinary infections.

Discussion and future prospects: The consumption of proanthocyanidins brings
numerous beneficial health effects. Over time many studies have been done in this area
in order to enhance the knowledge about the biological properties of these compounds.
The investigations carried out recently have shown that administration of

proanthocyanidins concomitantly with other therapies can bring huge benefits to health.

Key words Introduction: chemical structure of proanthocyanidins

Key words results: anti-oxidant capacity of proanthocyanidins,
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Introducao

Capitulo 1 — Introducao

1.1 Caracterizagao geral das proantocianidinas

As proantocianidinas (PAs) estdo presentes em frutas e produtos derivados (como
sumos ou compotas), bem como no chd, cacau, cereais, bem como nas cascas, sementes
de frutas e vegetais. (S. de Pascual-Teresa, D. A. Moreno, 2010) As proantocianidinas
mais consumidas, estdo presentes em alimentos como o arando e¢ a amora, (T. C.
Wallace & Giusti, 2010) assim como no cha e no vinho. (Seruga, Novak, & Jakobek,
2011) Durante o armazenamento e processamento das frutas e vegetais, as PAs sofrem
algumas transformagdes oxidativas, catalisadas por enzimas (polifenoloxidase) ou por
i0es metalicos, que levam a formagao de novos compostos com elevado peso molecular
e numero de anéis fenolicos por massa, similar a das PAs, também designados por
taninos condensados. A formag¢do destes produtos resulta do esmagamento dos tecidos
de plantas, da preparacdo de purés de fruta, bem como de processos de fermentacdo. Os
compartimentos das plantas sdo destruidos e os polifendis presentes no vactolo
misturam-se com as oxidases do citoplasma, que se encontram inicialmente separados.

(Pacheco-Palencia, Mertens-Talcott, & Talcott, 2008)

O interesse em aprofundar os conhecimentos relativos as proantocianidnas, tém
vindo a crescer ao longo do tempo, devido sobretudo a atividade anti-oxidante que estes

compostos tém demonstrado possuir. (Kylli et al., 2011)

As PAs sao compostos fitoquimicos, definidos como componentes bioativos
presentes nas plantas, frutas e vegetais (Huang, Cai, & Zhang, 2010) que apesar de
serem considerados micronutrientes ndo essenciais, apresentam um vasto leque de
beneficios para a satde. (Scalbert et al., 2011) A classe de polifendis, inclui os
flavonoides (Bolling, McKay, & Blumberg, 2010), intitulados como um grupo de
metabolitos secundarios presentes nos organismos vegetais. (Wang et al., 2013) Estes
sdo caraterizados por 15 carbonos com dois ou mais anéis aromaticos unidos por uma
ligacdo de trés carbonos. De acordo com a modificagdo do anel central, estes podem ser
divididos em classes estruturais diferentes: flavonois, flavonas, flavan-3-ol, flavanonas,

isoflavanonas e antocianidinas. (Beecher, 2003) (Figura 1)
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AplicagBes Farmacéuticas das Proantocianidinas

OH 0 OH o
Flavonoéide (Catequina) Flavanona (Neringenina) Flavonol (Quercetina)

OH

Flavona (Apigenina) Antocianidina (Delfinidina) Isoflavona (Genisteina)

Fig.1: Estrutura geral de flavondides presentes em produtos alimentares derivados de plantas. Adaptado

de (S. de Pascual-Teresa, D. A. Moreno, 2010)

Como mencionado anteriormente, dentro do grupo dos flavondides existe uma vasta

panoplia de subclasses, onde se destacam as proantocianidinas. (Figura 2)

Fig.2: Estrutura comum das proantocianidinas. Retirado de (S. de Pascual-Teresa, D. A.

Moreno, 2010)
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Introducao

A flavan-3-ol ¢ estruturalmente a subclasse mais complexa de flavondides, uma vez
que integra monodémeros designados como catequinas, isémeros intitulados como
epicatequinas e oligdmeros e/ou polimeros conhecidos por proantocianidinas. Em suma,
as PAs (proantocianidinas), também designadas por taninos condensados sdo

oligdbmeros ou polimeros de flavan-3-ol. (Wang et al., 2013)

A estrutura das proantocianidinas varia de acordo com a hidroxilagao do anel A
e B, com a estereoquimica do C2, C3 e C4 do anel central e depende das ligagdes entre
unidades de flavan-3-ol. (Monagas, Quintanilla-Lopez, Gomez-Cordovés, Bartolomé, &
Lebron-Aguilar, 2010) Relativamente a natureza da ligacdo entre unidades de flavan-3-
ol podemos dizer que esta ligacdo pode ocorrer em diferentes locais, bem como, pode

apresentar varias formas estereoquimicas. (Figura 3)

As unidades de flavan-3-ol possuem uma cadeia com trés carbonos saturados e
um grupo hidroxilo na posi¢do C3. Nos alimentos, estes compostos nunca se
apresentam na sua forma glicosilada. (M. L. Mateos-Martin, E. Fuguet, C. Quero &
Torres, 2012) As unidades monoméricas mais comuns das PAs presentes nos frutos e
vegetais sdo afzelequina, catequina, galocatequina e os seus diasteomeros : afzelequina,
epicatequina e epigalocatequina, os quais possuem um anel de floroglucinol do tipo A.
Algumas destas unidades podem ser esterificadas com moléculas como a glucose ou
acido galico. As PAs constituidas apenas por unidades de epicatequinas sdo designadas
por procianidinas, sendo as principais PAs presentes nas plantas. As propelargonidinas
e prodelfinidinas sdo também identificadas como PAs, contém afzelequina e

epigalocatequina, respetivamente e aparecem usualmente misturadas com procianidinas.
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Fig. 3: Formagao da ligagao interflavanol de procianidinas. Adaptado de (Ferreira & Coleman, 2011)

As procianidinas do tipo B s3o constituida por mondémeros interligados entre si,
através de uma ligacdo entre a posi¢do C4 da unidade superior e a posi¢cdo C6 ou C8 da
unidade terminal. (Figura 4) Os isomeros C4-C8 sdo mais abundantes que os C4-C6 e

adotam frequentemente a forma estereoquimica 3,4 — trans. (Tarascou et al., 2011)
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OH

OH

OH Procianidina B1
OH Procianidina B2
Procianidina B3
Procianidina B4

R1
OH
OH

R2 R3 R4
H H OH
H OH H

OH H OH

OH OH H

Fig.4: Estrutura quimica de oligomeros de procianidinas (B1 a B4) tipo B. Adaptado de (S. de Pascual-

Teresa, D. A. Moreno, 2010)

As procianidinas do tipo A, (Figura 5) sdo constituidas por mondémeros de flavan-3-

ol e estabelecem uma ligagao do tipo éter, na posi¢do C2 da unidade superior € o grupo

hidroxilo na posi¢do C5 ou C7 da unidade inferior. (Tarascou et al., 2011)

Fig.5: Estrutura quimica de proantocianidinas do tipo A. Retirado de (M. L. Mateos-Martin, E. Fuguet, C.

Quero & Torres, 2012)
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A combinagdo das variadas ligagdes resulta na diversidade da estrutura

dimensional deste grupo de moléculas. (Neto, 2007) (Figura 6)

.wrf /CV
o Qw

& ~ N
i
5 || bH H
b Dimero Tipo B (B1)
OH

L Subunidade de Extensao

A

OH l Subunidade Terminal

J

Dimero Tipo C (C1)

Fig.6: Configuracgdo das proantocianidinas. Adaptado de (T. Wallace, 2010)

A biodisponibilidade das PAs ¢ determinada pela estrutura quimica destes

compostos, que devido ao seu elevado grau de polimerizacdo acabam por ser menos

biodisponiveis. (Jaganath & Crozier, 2010)

As moléculas mais pequenas, como os monomeros de catequinas, podem ser

facilmente absorvidos através da barreira intestinal, enquanto que as moléculas de

elevado peso molecular como as proantocianidinas sdo fracamente absorvidas. Os

polifendis depois de absorvidos sdo conjugados com grupos como o glucorénido ou
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sulfato de metilo na mucosa do intestino e tecidos internos. Os polifendis nao

conjugados estdo praticamente ausentes no plasma. (J. A. Nichols, 2010)

Durante a digestdo no intestino, as moléculas polifenolicas de maiores dimensoes
sdo convertidas em moléculas mais pequenas ou metabolitos capazes de desenvolver

efeitos benéficos no corpo. (J. A. Nichols, 2010)

Ap6s ingestdo, as PAs sdo detetadas no plasma do organismo humano, normalmente
sob a forma conjugada, no entanto, também podem encontrar —se sob a forma sulfatada,
glucoronada ou mesmo sob metabolitos metilados. (Aron and Kennedy 2008). O
metabolismo das PAs ocorre na microflora intestinal, originando pequenos compostos
biativos. (J. A. Nichols, 2010) Os compostos polimerizados sdao menos biodisponiveis

que as unidades monoméricas. (Auger, Mullen, Hara, & Crozier, 2008)

A penetracao topica de polifenois na pele € limitada, no entanto os resultados sao
satisfatorios quando as formulagdes topicas incluem lipidos soliveis e solventes

organicos. (J. A. Nichols, 2010)

1.2. Propriedades fisico-quimicas e biologicas

Algumas caracteristicas organoléticas, presentes nos frutos e vegetais, como a cor,
adstringéncia, amargura e aroma podem estar associadas as PAs, e sdo responsaveis
pelo carater ativo na qualidade nutricional e sensorial de alguns alimentos. (Aron and

Kennedy 2008)

A cor das plantas estd associada a presenca de compostos com coloragdo castanha
resultantes da oxidagdo enzimatica de compostos fenolicos. A adstringéncia resulta da
interacdo dos taninos com as proteinas salivares. A importancia dos flavondides no
aroma da fruta ¢ baixa, no entanto, pode estar associada a reagdes quimicas ou
enzimaticas de fenodis aromaticos por parte de percursores glicosilados durante o

processo de maturagao.

Os taninos sdo componentes nao cristalizaveis. Estes sdo soluveis em meio alcalino
diluido, &lcool, glicerol e acetona, e apenas moderadamente soliveis em outros
solventes organicos. Determinadas solucdes precipitam metais pesados, alcaldides,

glicosideos e proteinas. (Dewick, 2009)
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AplicagOes Farmacéuticas das Proantocianidinas

O teor de proantocianidinas presente na fruta e vegetais estd associado a alguns
fatores como, a genética, o estado de desenvolvimento e maturagdo da planta, fatores
ambientais e condi¢des de cultura. Todos estes parametros influenciam o metabolismo
das proantocianidinas, bem como a sua interagao celular, diferenciagao dos tecidos,
controlo da expressdo genética e regulagdo da atividade enzimatica. Hipoteticamente, as
células respondem aos fitoquimicos através de interacdes diretas com os recetores ou
com as enzimas, que envolvem o sinal de transducao ou a modificacdo da expressao
genética, que pode resultar em alteragdes do estado redox das células. Além de que, os
flavonoides interferem em processos moleculares, especialmente como moduladores
intracelulares no seguimento da cascata, que ¢ fundamental para a capacidade vital da

célula.

As propriedades biologicas dos flavonodides sdo atribuidas principalmente a
capacidade de recaptacdo de radicais livres bem como a sua atividade antioxidante.
(Seruga et al., 2011) O conhecimento da composigio fitoquimica das proantocianidinas
poliméricas € importante para perceber qual a relacdo entre a estrutura quimica e a
capacidade AOX. (Qaadan, Nahrstedt, Schmidt, & Mansoor, 2010) O grupo hidroxilo
presente na estrutura dos compostos fenolicos funciona como dador de hidrogénios
contribuindo de forma eficaz para a captagdo de radicais livres efetuada pelas PAs.
(Nakamura et al., 2013) A hidroxilacdo na posi¢do 3 do anel C, aumenta o nimero de
grupos hidroxilo no anel B e influéncia a saturacdo da ligacdo 2-3 no anel C,
favorecendo a sua atividade de captacdo, através destas reacdes quimicas. (Woo & Kim,

2013)

1.3. Justificagdo do tema de tese

O aumento da incidéncia de doencas cronicas, incluindo o cancro e doencas
cardiovasculares, tem vindo a consciencializar a populagdo da importancia dos
alimentos que ingerimos. Varios estudos efetuados comprovam que os individuos que
ingerem quantidades consideraveis de frutas e vegetais correm menor risco de
incidéncia de determinadas doengas cronicas, uma vez que as frutas e vegetais sdo
consideradas fontes ricas em micronutrientes, fibras e fitoquimicos que individualmente
ou em combinagdo trazem enormes vantagens benéficas para a saude. Estes alimentos,

considerados por muitos “alimentos funcionais” apresentam propriedades biologicas
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devidamente justificadas que comprovam a sua a¢do antioxidante, anti-inflamatoria,

anti-viral, anti-carcinogénica, anti-bacteriana e cardioprotectora. (Seruga et al., 2011)

As propriedades antioxidantes associadas as proantocianidinas confere-lhes
potencial interesse do ponto de vista da sua aplicacdo terapéutica pelo que esta tese tem
como objectivo tornar visivel o estado da arte relativamente a esta tematica, uma vez
que a capacidade AOX das proantocianidinas pode trazer inumeros efeitos benéficos
para a saude. A idade esta associada a um declinio gradual das fun¢des fisiologicas e
cognitivas. Este fator, aumenta o risco de aparecimento de numerosas doengas, como a
diabetes, o cancro, doengas degenerativas incluindo a doenca do Alzheimer, huntington
e Parkinson. O maior desafio para o sistema de satde, ¢ encorajar a populacio a ter
habitos de vida saudaveis, promovendo o consumo de fitoquimicos como as
proantocianidinas. Ao longo das décadas, tem sido feitos progressos significativos
quanto & elucidagdo dos mecanismos moleculares de envelhecimento e conclui-se que o
principal mecanismo associado a este processo, prende-se com a hipotese do aumento
de radicais livres, tais como espécies reativas de oxigénio produzidas a partir do
metabolismo associado ao dano oxidativo de macromoléculas, proteinas, DNA e
lipidos. O aumento de danos oxidativos com a idade provoca o envelhecimento
biologico, que pode ser atenuado com o consumo de nutracéuticos capazes de prolongar
a longevidade e reduzir o stress oxidativo. Muitos investigadores t€ém mostrado esfor¢o
em conseguir determinar quais os compostos fitoquimicos capazes de prolongar a
qualidade de vida e mimetizar os danos oxidativos associados aos mecanismos naturais
a que a idade nos sujeita e os resultados revelam que estes compostos sdo capazes de
captar radicais livres minimizando o risco oxidativo, que aparenta ser mais suscetivel
com o envelhecimento. Posto isto, torna-se interessante aprofundar os conhecimentos
nesta area, j& que as proantocianidinas sdo flavonoides com extensa presenga em

variados alimentos, com capacidade AOX comprovada e reduzem o stress oxidativo.
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Capitulo 2 - Metodologia da pesquisa bibliografica

Esta tese teve como base o modelo de revisdo bibliografica sistematizado. A
revisdo sistematica consiste numa exposi¢do precisa de conteudos que respondem a
questdes previamente elaboradas e deve assentar nas seguintes etapas: elaboracao de
uma questdo cientifica; defini¢do de critérios de inclusdo e exclusdo; planificacdo da
estratégia de pesquisa; analise e selecao do material bibliografico segundo os critérios
previamente definidos, sintese da informagdo obtida e respetiva interpretacao.

(Marques, Marques, Silveira, & Mata, 2013)

Questao: Quais as atividades das proantocianidinas com potencial interesse na

saude?

Teve-se como objectivo a recolha de informagao recente sobre o tema pelo que a
janela temporal foi restringida aos ultimos 10 anos. No entanto, verificou-se que
determinados mecanismos, que tém vindo a ser estudados ao longo do tempo,
permaneceram inalteraveis em comparagdo com a informag¢ao publicada recentemente,
pelo que para a explicacdo de determinadas temadticas, optou-se por utilizar referéncias
bibliograficas mais remotas, visto estes conteudo estarem mais completos nestas

referéncias bibliograficas mais antigas.

O contetido foi escrito com base na informagdo recolhida, apds ter sido feita
uma pesquisa com o objetivo de conhecer o trabalho desenvolvido por outros
pesquisadores. Realizou-se uma pesquisa primaria no Pubmed, Cochrane ¢ B-on. onde
se obteve aproximadamente 125 referéncias bibliograficas. De forma a selecionar os
artigos relevantes para o tema, utilizou-se a particula “OR” entre as palavras chave, o
que resultou num total de 91 referéncias. Por fim, para tornar a pesquisa mais completa
foi realizada uma pesquisa secundaria através da analise das bibliografias dos artigos
selecionados e obtiveram-se no final 83 artigos.

Relativamente a introdugdo, as palavras-chave inseridas no motor de pesquisa
foram as seguintes: chemical structure of proanthocyanidins, physicochemical

properties of proanthocyanidins, metabolism of proanthocyanidins, bioavailabilities of
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flavan-3-ol. Desta forma foi possivel selecionar os artigos relevantes para a edigdo do
capitulo da introducdo que incide na caracterizagdo geral destes compostos. Através
destas palavras-chave foram obtidas 21 referéncias bibliograficas.

Relativamente a pesquisa bibliografica de suporte aos resultados, foram
colocadas no motor de busca as seguintes palavras-passe: anti-oxidant capacity of
proanthocyanidins, effect of proanthocyanidins in cancer cells, proanthocyanidins in
the prevention of urinary tract infection, modulating inflammatory mechanisms for
proanthocyanidins, Antimicrobial activity of proanthocyanidins ¢ proanthocyanidins
reduce oxidative stress. Como resultado da pesquisa foram obtidas 62 referéncias
bibliograficas.

Quanto ao tipo de redagdo, pretendeu-se escrever de forma clara, objetiva e
precisa. Procurou-se encontrar pontos de convergéncia e divergéncia entre os autores e
editar o tema com base na ideia central, expondo os conteudos de forma direta e sem

repetigoes.

A fim de gerir as referéncias bibliograficas de forma eficaz, foi utilizado o
programa gerenciador de referéncias: o Mendeley. Esta ferramenta foi de extrema
utilidade, uma vez que permitiu criar uma base de dados e inserir as citagdes e

referéncias diretamente no texto 4 medida que este ia sendo editado.

As bases de dados consultadas para esta pesquisa bibliografica foram: o

Pubmed, o Cochrane e a B-on.
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Capitulo 3 — Resultados e Discusséao

1. Atividade Anti-Oxidante, Anti-Inflamatdria e Antisséptica das
Proantocianidinas

1.1 Atividade Anti-Oxidante das PAs

Os radicais livres (RL), podem ser definidos como moléculas ou fragmentos de
moléculas que contém um ou mais eletrdes desemparelhados. Esta caracteristica
confere-lhes um grau de reatividade, prejudicial para os sistemas bioldgicos sendo
responsavel por causar danos oxidativos no organismo. Os RL, também designados por
espécies reativas (ER) incluem as ERO (espécies reativas de oxigénio) e as ERN
(espécies reativas de nitrogénio). (S.Machado R. Ribeiro, J.Queiroz, 2005)

A producdo de ERO/ERN ¢ um mecanismo que integra o metabolismo humano.
Estas espécies tém uma importante fungdo bioldgica, desempenhando um papel crucial
no controlo da pressdo sanguinea, na sinalizacdo celular, na apoptose, bem como na
fagocitose de microrganismos patogénicos. A produgdo destes compostos ocorre
durante a fagocitose e no combate do organismo face a um agente agressor. Quando
ocorre um excesso de producdo de ERO/ERN o organismo humano possui um eficiente
sistema anti-oxidante capaz de controlar e reestabelecer o equilibrio. O stress oxidativo
resulta do desequilibrio entre o sistema pr6 e anti-oxidante, com prevaléncia dominante
de espécies oxidantes que causam danos celulares. O dano celular resulta da agressao de
ERO/ERN sobre as macromoléculas como os aglicares, proteinas, lipidos e DNA.
(Afanas’ev, 2011)

As ERO/ERN compreendem radicais superoxido (*O;), singuletos de oxigénio (O,),
hidroxilo (*OH), peroxido de hidrogénio (H,0,), 6xido nitrico (*NO), didxido de azoto
(NO») e peroxinitrito (ONOQO") entre outros. (Figura 7) Estes compostos podem ser
produzidos por fatores endogenos (mitocondria, produtos resultantes do metabolismo do
citocromo p450, peroxissomas ou células inflamatorias ativadas) ou por fatores
exogenos, como por exemplo poluentes atmosféricos, irradiacdo emitida pela luz UV,
raios-X/y e reacoes catalisadas por metais. (Prasad et al., 2009)

A mitocondria corresponde ao organelo celular que produz maior quantidade de
ERO e contém enzimas anti-oxidantes como a monoxigenase microssomal, a glutationa

S-transferase, a sucinoxidase, a NADPH oxidase bem como a superdxido dismutase

(SOD) que catalisa a dismutagdo do radical superdxido (O *) em perdxido de hidrogénio
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(H,0) e oxigénio (O;) (equacdo 1), a catalase (CAT) que atua na decomposi¢cdo de
(HzOz) a (0 e (HZO) (equagdo 2) e a glutationa peroxidase (GPx) que atua nos

peroxidos em geral e utiliza a glutationa (GSH) como co-fator (equagao 3).

SOD
() 20y *+2H —— H,0,+ 0,

Catalase

2) 2 H,0p ——— > 2 H,0+ 0,

GP
(3) 2GSH+H,0, ——s 2 H,0 + GSSG

Estas enzimas anti-oxidantes estdo presentes tanto no lado interior da membrana
celular, como no exterior, com o objetivo de minimizar o stress oxidativo que se
manifesta nesta estrutura celular. O sistema anti-oxidante ndo enzimatico ¢ formado por
muitos compostos com principal destaque para a glutationa (GSH) que corresponde 4
principal substancia AOX intracelular. (Afanas’ev, 2011)

As proantocianidinas apresentam propriedades anti-oxidantes determinadas por 5
fatores: reatividade com o agente doador de hidrogénio e eletrdes, estabilidade do
radical flavonodide formado, reatividade face a outros AOX, capacidade de quelar metais
de transicao e solubilidade e interacdo com as membranas. (Prasad et al., 2009)

A atividade de captagdo esta diretamente associada ao potencial de oxidagdo do
radical flavondide formado assim como o potencial redox da espécie a ser eliminada.
Quanto menor o potencial de oxidacdo dos flavonodides, maior serd a sua capacidade de
atrair espécies reativas. Os flavonodides cujo potencial de oxidacdo ¢ menor que o do
Fe™ ¢ o Cu" torna-se capaz de reduzir estes metais que sio potencialmente pro-
oxidantes, uma vez que participam nas reagdes de Fenton responsaveis pela producao de
RL. (Prasad et al., 2009)

Relativamente a estrutura das PAs verificou-se que quanto maior o nimero de
grupos hidroxilo presentes no anel B das proantocianidinas maior a sua atividade
doadora de hidrogénios e eletrdes, logo a metilacdo dos grupos hidroxilo reduz a
capacidade anti-oxidante das PAs. (Prasad et al., 2009) Posto isto verifica-se que o
aumento do grau de polimeriza¢do aumenta a eficacia das procianidinas captarem RL.
Relativamente a esta tematica pensa-se que os dimeros e trimeros de procianidinas sao
mais eficazes contra o anido superdéxido que as unidades monoméricas. (Upadhyay,

Kumar, Kumar, & Mishra, 2010)
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Fig.7: Fontes e respostas celulares associadas as espécies reativas (ER) de oxigénio (ERO), de nitrogénio

(ERN), derivados de enxofre (ERS), de cloro (ERCL), de carbono (ERC) e metais de transigdo [M nJr)].
Adaptado de (Em et al., 2007)

\

Os mecanismos anti-oxidantes estdo associados a supressdo da formagdo de
ERO/ERN através da inibi¢do de enzimas ou de mecanismos de quelacdo de metais e

relacionam-se também com a captacdo das espécies reativas e com a regulacao positiva
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ou ativagdo do sistema anti-oxidante responsavel por exercer mecanismos defensivos
face ao stress oxidativo. (Upadhyay et al., 2010)

A peroxidagdo lipidica ¢ definida como uma sequéncia de eventos bioquimicos
resultantes da a¢ao dos radicais livres em lipidos insaturados presentes nas membranas
celulares. Constitui uma das principais consequéncias do stress oxidativo, levando a
alteracdo da membrana por interferéncia com a permeabilidade, alteragdo do fluxo
i6nico e de outras substancias, resultando na perda da seletividade na entrada/saida de
nutrientes ¢ substancias toxicas, na alteracdo de DNA, oxidacdo de LDL e
comprometimento dos componentes da matriz extracelular. As proantocianidinas
protegem os lipidos dos danos causados por este mecanismo. (S Kumar, Mishra, &
Pandey, 2013)

Os 10es metalicos livres (metais de transicdo) sdo responsaveis por aumentar a
produgdo de espécies reativas, através da reagdo com outros compostos, uma vez que
sofrem reacdes redox. Torna-se necessario o transporte destes ides associado a proteinas
para impedir a ocorréncia destas reacdes. As PAs sdo termodinamicamente estaveis e
capazes de quelar ides metalicos e por isso sdo capazes de reduzir as concentragdes de
radicais livres circulantes e potencialmente oxidantes. (Upadhyay et al., 2010).

A estabilidade do radical flavondide formado depende da sua capacidade de
deslocar um eletrdo desemparelhado. A conjugacdo entre o anel A e B dos flavonoides
permite a aquisi¢ao especifica de uma ressonancia no niicleo aromatico que proporciona
a estabilidade do radical flavonoide, gragas a deslocalizacao do eletrdo desemparelhado
e as ligagdes de hidrogénio estabelecidas. A eliminacdo de radicais livres € potenciada
pela presenca destes elementos estruturais. (Andrade, Seneda, & Alfieri, 2010)

A lipofilicidade dos flavondides traduz a integragdo dos mesmos nas membranas
celulares, que sdo alvo de acdo de ERO/ERN. Posto isto, deve estar presente uma
concentracdo minima de flavonoide por acido gordo, de modo a garantir a presenga
destes compostos perto do local de agdo das espécies reativas. Os flavonoides
portadores de agucares sdo muito polares, o que significa que ndo sdo assimilados pela
membrana, no entanto ficam armazenados em vesiculas, acabando por persistir no
organismo durante um maior periodo de tempo. Os flavondides assimilados pelas
membranas executam funcdes moduladoras na fluidez desta estrutura celular e desta
forma estes compostos acabam por impedir a difusdo de ERO/ERN, diminuindo a
cinética responsavel pelo stress oxidativo, como se verifica na presenca de PAs

(Cerqueira et al., 2007)
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Em suma, os compostos fendlicos podem ser classificados como primdrios ou
secundarios de acordo com a sua atividade anti-oxidante. O mecanismo de a¢do dos
AOX primarios prende-se com o facto destes compostos interferirem com a cadeia
transportadora de eletrdes através da doacgdo de eletrdes e hidrogénio aos radicais livres
conduzindo a formagdo de produtos termodindmicamente estdveis que reagem com 0s
RL e formam um complexo lipidico-oxidante evitando o dano oxidativo. Os AOX
secunddrios atrasam o inicio da auto-oxidacdo por multiplos mecanismos diferentes
como a complexagdo de metais, captacdo de oxigénio, absor¢do da radiagdo UV ou
desativagdo de singuletos de oxigénio, bem como a decomposicdo de peroxido de
hidrogénio que resulta na formagao de espécies ndo reativas. As PAs interrompem as
reacdes auto-oxidativas respetivas aos radicais livres prevenindo a auto-oxidagdo. As
Proantocianidinas podem atuar como AOX primarios ou secundarios, mediante o
mecanismo interveniente, a estrutura do composto AOX e o local de acdo.

Viarios dados sugerem que o stress oxidativo tem participagdo ativa nos mecanismos
de envelhecimento, transformacdo e morte celular que influenciam o desenvolvimento
de processos patoldgicos como o cancro, doencas cardiovasculares, diabetes, artrite

reumatoide entre outros. (S.Machado R. Ribeiro, J.Queiroz, 2005)

1.2 Atividade Anti-inflamatoria das PAs

O processo inflamatorio pode ser definido como uma sequéncia de episodios que
ocorrem em resposta a estimulos nocivos, infe¢des ou trauma. Os sinais mais comuns
de inflamag¢do sdo: o rubor, o inchaco, a dor, o calor e a perda de fun¢do dos tecidos
lesionados. Os mecanismos inflamatorios induzem uma vasta gama de mediadores
quimicos, que intervém no tratamento deste estado patologico. (Vikrant & Arya, 2011)
A inflamagdo ¢ um processo que envolve uma resposta imune inata e relaciona-se com a
coagulacdo sanguinea, imunidade celular/humoral, citocinas, hormonas tecidulares,
angiogénese e processos de reparacdo de tecidos danificados. As substincias
inflamatérias e as espécies reativas produzidas por células inflamadas também
interferem com os tecidos ndo lesados, uma vez que agridem as células circundantes
causando dano oxidativo tecidular e aumento do estado de inflamacgdo. A inflamacao
cronica esta associada a uma pandplia de doencas como o cancro, doengas neurologicas,

metabolicas e cardiovasculares, que se desenvolvem de forma progressiva através do
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estado inflamatdrio. No local inflamado ocorre a migracdo dos leucdcitos através dos
vasos sanguineos, bem como a libertagdo de mediadores que promovem a jun¢do de
células inflamatérias e libertacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), nitrogénio

(ERN) e ainda citocinas pro-inflamatorias capazes de atuar contra agentes patogénicos.

(Pan, Lai, & Ho, 2010)

A regulagdo dos genes inflamatorios dos macrofagos e células epiteliais baseia—
se na modulagdo da via NF-xB, no rearranjo da estrutura da cromatina, na ativacdo do
fator nuclear redox (Nrf2) e ainda na variacdo da biossintese da glutationa que

influencia o efeito de captagdo de ERO pela via da glutationa peroxidase (GSH).

As ERO tém um papel fundamental no processo inflamatorio, uma vez que
elevam este estado, através da ativacao da via NF-«xB, de fatores de transcricao AP-1, e

da acetilagdo/ desacetilagao nuclear da histona. (I. Rahman, Biswas, & Kirkham, 2006)

Os flavondides interferem especificamente com as fungdes enzimaticas
integradas no processo inflamatorio através da inibi¢dao das proteinas quinase (PK). As
PAs estabelecem ligagdes competitivas com as enzimas ATP, associadas a transducao
do sinal e a ativacdo de mecanismos imunologicos, inibindo a expressdo de oOxido
nitrico sintetase (NOS), ciclooxigenase (COX) e lipooxigenase, o que se traduz na
inibicdo da producdo Oxido nitrico, leucotrienos e citocina TNF-a, sendo estas

responsaveis pela inducao da apoptose e inibi¢do da via NF-«B. (Gonzélez et al., 2011)

O processo inflamatorio pode ser diminuido através das proantocianidinas que
bloqueiam a produgdo de IL-8 nas células epiteliais e modulam a sintese de
prostaglandinas através da via EGR-1/Erk, o que resulta da diminui¢do da regulagdo de
COX-2. Similarmente as procianidinas B2 inibem a expressdo da COX-2, através do
bloqueio de AP-1, NF-«B, MEK e ERK. As PAs conferem resisténcia as células
epiteliais humanas, protegendo-as do stress oxidativo, através da sua intervenc¢ao na via

ERK, p38, MAPK e Akt. (Gonzélez et al., 2011)

As proantocianidinas medeiam a adesdo e a circulagcdo de leucdcitos nos locais
lesionados, estes mecanismos interferem com a via MAPK e NF-«kB e envolvem a
diminui¢ao da regulagdo de VCAM-1 e seletina-E. A redugdo da exocitose endotelial
através das PAs desencadeia a circulacdo de leucocitos e inflamagao vascular, através

da fosforilagdo Akt e estimulacdo de oxido nitrico sintetase (eNOS) que por sua vez
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conduz a diminuicao da adesividade.

As PAs sdo potentes inibidores da produ¢do de prostaglandinas e da adesdo
plaquetaria pela inibigdo do metabolismo do acido araquidonico e da inibi¢ao da

fosfodiasterase do AMP ciclico. (Shashank Kumar & Pandey, 2013a) (Figura 8)

~ Viado Acido Araquidénico |

Flavonoides ———» / \

Ciclooxigenase Lipooxigenase
COX-\: ;OX-2 5-LOX  12-LOX
PGG, 5-HPETE 12-HETE
' N/
PGH. LTA,

R

PGI, PGD, PGE, PGF.a TXA, LTE, LIB,

Fig.8: Esquema da a¢do dos flavondides na via do acido araquidonico da membrana fosfolipidica.

Retirado de (H. Sandhar, B. Kumar, S. Prasher, P. Tiwari, M. Salhan, 2011)

Em suma, as proantocianidinas exibem caracteristicas anti-inflamatorias e
exercem a sua atividade em varias estruturas celulares diferentes, através da reducao da
expressdo e/ou funcdo de uma panoplia de mediadores inflamatdrios que incluem 6xido
nitrico (NO), moléculas adesivas e citocinas. (Tabela 1) O impacto dos flavondides ¢

abordado de forma generalizada e nao especifica porque a via NF-kB ¢ o principal
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regulador comum a todos estes mediadores, embora de acordo com a estrutura
individual de cada um deles podera haver variancias especificas na sua forma de acao.
Este modelo encaixa-se noutras vias de sinalizagdo como PI3K-Akt ou MAPK, que em
parte canalizam a sua atividade para a ativagdo da via NF-«B ou desempenham fungdes

complementares. (Gonzalez et al., 2011)

Mecanismo Anti-inflamatoério Efeito

Alteracdo da expressdao das
Inibigdo das Proteinas Quinase | enzimas que participam no

processo inflamatorio.

Inibicao NOS, COX e s .
Proantocianidinas Inibi¢do NO, Leucotrienos e

Lipooxigenase TNF-a.
Bloqueio AP-1, NF-kB, MEK e | Diminui¢ao da produgao de
ERK cictocinas inflamatorias.
Inibicao do metabolismo do acido In1b1<;a0, . da ad?ssao
a plaquetaria e da produgao de
araquidonico PG

Tabela 1: Quadro resumo da Atividade Anti-inflamatdria das proantocianidinas

1.3 Atividade Antisséptica das PAs

Ao longo dos tempos tém sido feitos varios estudos na area dos flavondides com o
objetivo de apurar quais as propriedades bioldgicas das proantocianidinas. Verificou-se
que as PAs possuem atividade anti-microbiana. (Upadhyay et al., 2010)

A capacidade anti-bacteriana das PAs ¢ inespecifica uma vez que estes compostos
podem atuar em varias estruturas celulares diferentes. Uma das suas principais agdes
moleculares estd relacionada com a capacidade das PAs formarem complexos com
proteinas nao especificas através do estabelecimento de ligacdes de hidrogénio e
ligacdes covalentes e ainda através da sua atividade hidrofébica. O carécter anti-
microbiano destes compostos, pode ser descrito pela capacidade das PAs inativarem as
adesinas microbianas, bem como as enzimas e proteinas transportadoras. Os flavonoides
lipofilicos podem atuar ao nivel das membranas celulares, uma vez que sdo capazes de
causar o rompimento destas estruturas. De acordo com investigacdes cientificas
realizadas in vitro, foi comprovado que as proantocianidinas exercem atividade anti-

bacteriana contra Vibrio cholerae, Streptococcus mutans e Shigella. (Mishra, Mishra,
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Kehri, Sharma, & Pandey, 2009)

As catequinas mostraram inativar a toxina da colera produzida por Vibrio cholerae,
e inibir a glucosiltransferase de Streptococcus mutans, através de atividade de
complexagdo, em ambos os casos. A epigalocatequina € conhecida por inibir a sintese
de DNA no Proteus vulgaris. Mori et al. sugere que o anel B presente na estrutura dos
flavonodides pode formar ligagdes de hidrogénio com os acidos nucleicos da bactéria, o
que leva a inibicado da sintese de DNA e RNA em microrganismos patogénicos.

(Shashank Kumar & Pandey, 2013)

A relacdo estabelecida entre a atividade anti-bacteriana ¢ a interferéncia com a
membrana, apoiam a teoria de que os flavonoides exercem a sua atividade através da
redu¢do da fluidez da membrana das células bacterianas. O mecanismo de agdo
apresentado pelas PAs ¢ similar ao mecanismo que ocorre nos antibioticos. Neste
compostos quimicos, da-se a inibi¢do da cadeia respiratoria responsavel por fornecer
energia necessaria para a biossintese de varias macromoléculas essenciais para o
crescimento bacteriano. Pensa-se que o local de inibi¢do dos flavondides se situa na
cadeia respiratoria bacteriana transportadora de eletrdes entre CoQ e o citocromo C.

(Shashank Kumar & Pandey, 2013)

Segundo Harmidy et al., as CPACs (proantocianidinas do arando) conferem
protecdo as células epiteliais, através de alteragdes do citoesqueleto da célula hospedeira
face as infegdes causadas por E.Coli (EPEC) e salmonela typhimurium,. As CPACs sao
capazes de quelar metais e bloquear a motilidade por interferéncia estereoquimica entre
as bactérias e a superficie alvo. Segundo este estudo, o impacto das CPACs ocorre
diretamente na célula hospedeira durante a interacdo patogénica com a bactéria. A
maioria das infe¢des entéricas estdo associadas a estes dois importantes agentes
patogénicos: a E.Coli (EPEC) (considerada a maior causa de diarreia infantil) e a
salmonela typhimurium (responsavel pela salmonelose). A EPEC e a salmonela
typhimurium apoderam-se do mecanismo de funcionamento da célula hospedeira e
causam infecdo. As CPACs manipulam a actina do citoesqueleto da célula hospedeira e
inibem a adesdo das células que integram estes dois agentes patogénicos, bloqueando a
invasao bacteriana por um mecanismo nao especifico, evitando a lideranga das bactérias

e prevenindo a formagao de actina que ocorre na infe¢do. (Harmidy et al., 2011)
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Diversos estudos relacionam as propriedades descritas das PAs com o efeito
positivo em diferentes patologias associado a ingestdo de alimentos ricos em PAs ou

em suplementos, como nutracéuticos.

2. Papel das Proantocianidinas na doenca

2.1 Obesidade

A obesidade relaciona-se com a inflamacdo cronica, sendo responsavel por
aumentar o risco de aparecimento de diabetes do tipo 2, doengas cardiovasculares,
cancro, dislipidémia e doenga renal cronica. O aumento da taxa de mortalidade
associada a estas patologias estd fortemente relacionado com a morbilidade induzida
pela obesidade e apresenta atividade negativa perante a longevidade do ser humano,
uma vez que reduz acentuadamente a esperanga média de vida, em cerca de 5 a 20 anos
em individuos obesos. (Tateya, Kim, & Tamori, 2013)

O grau metabolico de inflamagdo desencadeado por esta patologia ¢ designado
por “meta-inflamacao” e resulta do excesso cronico de nutrientes. (Dixit, 2008)

A obesidade compromete os mecanismos celulares e moleculares das células
imunitarias vigilantes, desregulando a resposta imunitdria no organismo. (Chuang &
Mclntosh, 2011)

O excesso de tecido adiposo resulta do balanco crénico de energia positiva
durante a fase obesa e esta associado a alteracdo de fatores neuroendocrinos que
regulam o metabolismo da imunidade. Na obesidade, as células imunitdrias extendem-
se até ao tecido adiposo e verifica-se o aumento do nimero de adipdcitos no timo e na
medula 6ssea. Os fatores endogenos e exdgenos responsaveis pela proliferacao de pré-
adipocitos conduz ao aumento da massa do tecido adiposo (WAT) e ao
desenvolvimento da obesidade. (Chuang & Mclntosh, 2011)

O tecido adiposo ndo se resume a um local de armazenamento de excesso de
energia. Este 6rgdo enddcrino secreta substancias biologicamente ativas (adipocinas)
como TNF-q, resistina, adiponectina e leptina. Estas substancias sdo responsaveis por
regular a tolerancia de insulina no figado e musculo esquelético. A desregulagdo da
secrec¢ao de adipocinas, verificada na expansao do tecido adiposo em individuos obesos,
mostrou contribuir para o desenvolvimento da resisténcia a insulina e aparecimento de

doencgas metabolicas, como se verifica na inflamacao cronica (IC). (Tateya et al., 2013)
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A obesidade ¢ caracterizada pela acumulagdo de macrofagos no tecido adiposo e
inclui a incorporacdo de lipidos favorecendo a inflamacao cronica. (Tateya et al., 2013)
Os macrofagos tecidulares presentes no tecido adiposo (ATMs) produzem quantidades
excessivas de mediadores pro-inflamatodrios, sendo responsaveis pelo aparecimento da
resisténcia a insulina na diabetes do tipo 2. Os ATMs produzem TNF-a (considerada
uma adipocitocina pro-inflamatéria) responsavel por induzir a produgio do radical NO
através da indugdo enzimatica 6xido nitrico sintetase (NOS). Este mecanismo leva ao
stress oxidativo no tecido adiposo, causando danos tecidulares e metabolicos. (Dixit,
2008) Por outro lado, a neutralizagcdo da expressdo de TNF-a diminui a resisténcia a

insulina (Tateya et al., 2013)

A MCP-1 ¢ uma proteina de baixo peso molecular, segregada por adip6citos e
pertencente a familia das quimiocinas, apresenta-se aumentada no tecido adiposo
durante a fase obesa, sendo responsavel pelo aumento da infiltragdo dos macrofagos no
tecido. Este fator induz a deslocac¢do dos monocitos para o tecido adiposo
desencadeando reagdes inflamatorias. Os mondcitos infiltrados diferenciam-se em
macrofagos que produzem citocinas inflamatorias responsaveis por induzir a resisténcia
a insulina no figado e no musculo esquelético através das adipocitocinas. As MAPK
induzem o aumento da expressdo e da atividade de MCP-1, que leva ao aumento das
concentragdes deste fator no plasma induzindo a esteatose hepatica e a inflamagdo no

tecido adiposo. (Tateya et al., 2013)

A restricdo caldrica (CR) € caracterizada pela reduc¢do da ingestdo de calorias,
sem que ocorra desnutricdo. O mecanismo bioldgico que suporta a CR assenta na
hipétese de reducdo da gordura corporal, sinalizagdo da insulina e na reducdo da
producdo de espécies reativas minimizando os danos oxidativos. A alteracao fisiologica
ocasionada pela baixa ingestdo de energia leva a reducdo da concentracdo de glicose no
sangue, conduzindo a diminui¢ao da producdo de insulina pelas células B do pancreas e
consequentemente a diminui¢do do armazenamento de tecido adiposo. A alteragdao do
deposito de gordura pode conduzir a modificagdo da secrecdo de adipocitocinas,
favorecendo a libertagcdo de adiponectina e inibindo a libertagdo de TNF-a melhorando
a sensibilidade a insulina no tecido hepatico e muscular. As ERO sdo produzidas
durante a respiragdo celular e sdo espécies fortemente reativas que interagem com oS

lipidos, proteinas ou acidos nucleicos causando oxidacao. Estas espécies ativam o fator
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de transcricdo pro-inflamatério NF-kB responsavel pela transcricdo de proteinas pro-
inflamatérias TNF-a e interleucinas (IL). Pensa-se que a CR minimiza os danos
oxidativos através da supressao da expressdo de NF-kB. (Centenaro, Ubirajara,

Guarienti, & Vigano, 2010)

Em suma a (CR) regula uma pandplia de mecanismos associados a resposta
imunitaria. As fungdes imunologicas celulares sdo também reguladas por péptidos
neuroendocrinos como a grelina e a leptina. A leptina ¢ uma molécula bioativa
secretada por adipdceitos que regula a ingestdo de alimentos e o gasto energético, através
do hipotdlamo. A grelina ¢ um potente inibidor das citocinas pré-inflamatorias e
funciona ainda como mediador primario dos efeitos causados pela CR. (Dixit, 2008)

(Figura 9)

A CR associada ao fator idade traduz-se num aumento da circulacdo de grelina,
como resultado da hipertrofia das camadas celulares. Este mecanismo inibe a secre¢ao
de leptina responsavel por aumentar as citocinas pro-inflamatorias das células
imunitarias. A obesidade suprime a grelina e aumenta a circulacao de leptina, que se
traduz num aumento da inflama¢do. Dados clinicos sugerem que a obesidade ¢ uma

patologia cronica que esta associada ao estado pro-inflamatorio. (Dixit, 2008)

Os 4acidos gordos livres contribuem significativamente para a inflamagao
cronica, uma vez que ativam a proteina quinase C (PKC) e ERO desencadeando um
aumento do stress oxidativo do reticulo endoplasmatico. Os 4cidos gordos livres (SFA)
conduzem ao aumento das concentracdes de TNF-a que causam endotoxémia. (Chuang

& Mclntosh, 2011)
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Fig.9: Obesidade Vs Regulacio da restri¢do calorica. Adaptado de (Dixit, 2008)

O mecanismo de agdo proposto para as PAs na redug¢do da obesidade implica a
inibicdo de citocinas pro-inflamatorias e as endotoxinas metabdlicas que ativam a
inflamacdo através das vias MEK/MAPK, TNF-a e AP-1, as quais aumentam a
expressao dos genes inflamatorios (IL-6, IL-8, IL-13, MCP-1) e a regulacio negativa de
insulina. (Chuang & MclIntosh, 2011) (Figura 10) As proantocianidinas apresentam
atividade anti-inflamatéria por supressdo da via NF-kB, supressdo da sinalizagdo
extracelular regulada pelas proteinas quinases (PK) e ainda através da ativagdo da via

SIRTI. (Tateya et al., 2013)

As proantocianidinas presentes na uva protegem as c€lulas contra o stress oxidativo
através da oxidagdo da via GSH ou através da neutralizacdo das espécies reativas de
oxigénio (ERO), das espécies reativas de nitrogénio (ERN) e de metais de transi¢do.
Isto deve-se ao facto das PAs diminuirem a atividade enzimdtica de oxidase NADPH e
oxido nitrico sintetase (NOS). Estas enzimas sao responsaveis pela produg¢dao de ERO e
ERN, respetivamente. A supressao da cascata de sinalizagdo da inflamagdo que induz

ASK1 e a diminui¢do da regulacio MAPK leva a transcricdo de enzimas anti-oxidantes
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como a glutationa peroxidase (GPx) e a superéxido dismutase (SOD) que ajudam no

combate ao stress oxidativo. (Chuang & MclIntosh, 2011)
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Fig.10: Mecanismos de inflamag¢do induzidos pelo processo de resisténcia a insulina. Retirado de

(Johnson, Milner, & Makowski, 2013)

Em suma, o caricter anti-inflamatério das proantocianidinas deve-se: ao
aumento da expressdo proteica de genes anti-oxidantes, a diminui¢do do stress no
reticulo endoplasmatico, ao bloqueio das citocinas pro-inflamatdrias ou endotoxinas
mediadas por proteinas quinases e factores de transcri¢do, a supressao da inflamacao ou
inducgdo da expressao genética responsavel pelo o aumento da atividade da desacetilagdo

da histona, ou 4 ativacdo de fatores de transcricdo que antagonizem a inflamacdo

cronica.

2.2 Diabetes

A diabetes ¢ uma desordem metabodlica cronica associada ao metabolismo de
proteinas, lipidos e hidratos de carbono, onde se verifica o comprometimento absoluto
ou relativo da utilizacdo de glucose e secre¢do e/ou acdo da insulina. Esta patologia

representa um problema de saude publica. (Drouin et al., 2010)
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A hiperglicemia induzida pelo stress oxidativo e verificada na diabetes estimula
o desenvolvimento de complicagdes microvasculares, como a nefropatia. (Kanasaki,
Taduri, & Koya, 2013) Este estado patoldgico integra mecanismos que aceleram as
reagoes de glicagdo, sendo a principal a auto-oxidagao da glucose (Perkins et al., 2012)
Na nefropatia diabética verifica-se o aumento do stress oxidativo e reducao do estado
anti-oxidante, com um aumento da produ¢do de ERO que se traduz em toxicidade para
as células. (Oudit et al., 2010) A hiperglicémia promove a glicosilagdo avancada de
proteinas circulantes e celulares que dao inicio a uma sequéncia de reacdes auto-
oxidativas que culminam na formacdo de produtos finais nas proteinas tecidulares.
(AGE) Os produtos resultantes da glicosilacdo avancada tém potencial de oxidacdo
elevado conduzindo a danos tecidulares provocados por radicais livres. (Henriksen,
Diamond-Stanic, & Marchionne, 2011)

O aumento da peroxidagao lipidica nas membranas celulares causado pelas ERO
pode ser a razdo plausivel para estes disturbios, uma vez que estes compostos estimulam
a degradacdo de DNA, lipidos e hidratos de carbono conduzindo a hiperglicemia e auto-
oxidagdo da glucose. (Fogarty et al., 2011) As GSPE inibem a formacdo de AGE
através da sua potencial capacidade de captacdo de radicais livres e mostraram reverter
os efeitos causados pela peroxidacao lipidica. (Yokozawa, Noh, & Park, 2012)

A ativagdo do processo glicémico induz a produgdo de mediadores secundarios (
PKC e MAPK) e citocinas, ambos responsaveis pelo stress oxidativo que se verifica na
lesdo renal. (Singh, Winocour, & Farrington, 2011)

Os pacientes diabéticos t€m os niveis de leptina e acidos gordos aumentados (K.
Rahman, 2007), o que contribui para o aumento dos niveis de ERO, além de se verificar
uma diminuicdo da atividade enzimatica anti-oxidantes devido aos mecanismos de
glicagdo presentes nesta patologia (Kashihara, Haruna, Kondeti, & Kanwar, 2010)

Varios estudos reconhecem que os flavonoides tém propriedades clinicas
Interessantes, uma vez que possuem caracteristicas protetoras face a diabetes, pelo

aumento da atividade de enzimas anti-oxidantes. (Yokozawa et al., 2012)

2.3 Doenca cardiovascular

A doenca cardiovascular (CVD) ¢ desencadeada por desordens ocorridas no
coragdo € nos vasos sanguineos e incluindo doenga coronaria (ataque cardiaco), doenca

cerebrovascular (AVC), o aumento da pressdo arterial (hipertensdo), doenga arterial
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periférica, doenca cardiaca reumadtica, a cardiopatia congénita, insuficiéncia cardiaca
entre outras. (Dennery, Sugamura, & Keaney, 2011) Os vasos sanguineos sdo
constituidos por uma camada de endotélio vascular e outra de tecido muscular. A
perturbacgdo desse equilibrio leva a disfuncao do tecido endotelial, o qual afeta o tonus
vascular e causa danos na parede das artérias conduzindo a CVD. (Libby & Theroux,
2005) O endotélio vascular tem elevada importancia na regulagdo da homeostase
vascular, na inibicdo da adesdo dos leucocitos e na agregacao plaquetar induzida por
mediadores como o 6xido nitrico (NO). (Higashi, Noma, Yoshizumi, & Kihara, 2009)
O aumento da produgdo de NO juntamente com o risco endotelial celular e o aumento
do stress oxidativo levam a alteragdo da integridade vascular e a reducdo da capacidade
vasodilatadora o que origina disfuncdes endoteliais. Este processo facilita a pro-
coagulagdo, a qual induz a trombose e pode resultar no enfarte agudo do miocéardio
(EAM), caracterizado pela insuficiéncia cardiaca e arritmias. As proantocianidinas
diminuem o stress oxidativo, através da captagdo de ERO e inibem a agregacdo
plaquetar, bem como as metaloproteinases e desta forma as PAs vao ter um papel
crucial na reducdo dos efeitos causados por CVD. (Mladenka, Zatloukalova, Filipsky, &
Hrdina, 2010) (Tabela 2)

Doencas cardiovasculares Mecanismo de acdo proposto das PAs

Diminuicdo da oxidagdo de LDL por
diminuic¢ao do stress oxidativo;
Ateroesclerose Inibicao da adesao dos leucocitos;
Diminui¢do da expressao de iNOS e COX-
2

' ' Diminuig¢ao de ROS;
Enfarte Agudo do Miocardio o
Inibi¢do da agregacdo plaquetar

Diminuicdo do stress oxidativo (por
Insuficiéncia Cardiaca captacao de ROS);

Inibicdo das metaloproteinases

Arritmia Diminuicao do stress oxidativo

Propriedades vasodilatadoras;

Hipertensdo o i
Inibicdo de NADPH oxidase

Tabela 2: Quadro resumo da influéncia dos flavonoides nas CVD.
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A aterosclerose ¢ uma doenca inflamatoria cronica, sendo um dos principais
fatores responsdveis pela origem de doengas cardiovasculares. Esta patologia
caracteriza-se pela estimulacao de colesterol, pela oxidagdo de proteinas de baixa
densidade (LDL) e pela atividade dos radicais livres que ativam as células do endotélio
vascular sensibilizando as propriedades adesivas dos mondcitos através da expressao
das moléculas seletivas de adesdo: molécula-1 de adesao celular vascular (VCAM-1) e
molécula-1 de adesdo intracelular (ICAM-1). (Mestas & Ley, 2008) O consumo de
catequinas pode atenuar os efeitos produzidos pela aterosclerose caracterizada pela
infiltragdo de monocitos/macrofagos e pela producdo de citocinas pro-inflamatorias. As
catequinas atuam ao nivel da inibi¢ao das células adesivas, das citocinas inflamatdrias e
da infiltragdo dos macrofagos, reduzindo a resposta inflamatéria induzida pela
aterosclerose. (Libby, Okamoto, Rocha, & Folco, 2010) (Figura 11) As PAs inibem a
oxidacdo de LDL, através de mecanismos que envolvem a captacdo de radicais livres e
desta forma conseguem baixar os niveis de concentragdo de colesterol sanguineo, bem

como a pressao sanguinea. (Ishigaki et al., 2008)

Catequina, Genisteina Delfinidina, Hesperetina.
Naringenina, Nobiletin, Quercetina, PAs.

Disfuncio das células
endoteliais

Oxidativo
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Intima Outras Citog pro-infl srias A A A '/A A ;
A ox-LDL © Monécitos %= Macréfagos ¢ Célula Forma

Fig.11: Locais de a¢do das catequinas na aterosclerose. Adaptado de (Libby et al., 2010)
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A hipertensdo ¢ o maior fator de risco para o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, esta é capaz de promover a remodelacdo vascular que conduz ao
aumento da resisténcia periférica e ao aumento dos niveis de pressao sanguinea.
(Brieger, Schiavone, Miller, & Krause, 2012) As células vasculares (células endoteliais,
células do musculo liso e fibroblastos) intervém na remodelagdo vascular e varios
estudos sugerem que o endotélio ¢ capaz de detetar alteracdes hemodinamicas e
reorganizar os componentes celulares e extracelulares pré-existentes. A remodelagao
celular ocorre na estrutura do vaso e envolve a proliferagdo celular, apoptose, migragao,
organizag¢do celular e interacdo com a matriz de integrinas. (Yu et al., 2012) Verificou-
se que a substancia produzida pelo endotélio é essencial no processo de remodelacao,
uma vez que diminui o limen dos vasos, apos a reducdo de fluxo sanguineo a longo
prazo. (Vita et al., 2008) Varios estudos in vitro ¢ in vivo demonstraram que a
transformagdo do fator de crescimento TGF-f1 tem um papel relevante durante o
desenvolvimento vascular, uma vez que intervém no mecanismo de remodelagdo. O
aumento da concentragdo de TGF-B1 na circulagdo sanguinea induz a ativacdo da
NADPH oxidase, o que aumenta a producdo de ERO acelerando o estado patologico da
aterosclerose, da hipertensdo e dos mecanismos de remodelagdo do miocéardio. A
NADPH oxidase ¢ responsavel pela producdo de 75% de ides superdxido presentes em
doentes com doenca arterial corondria. (Kuroda & Sadoshima, 2010)

Os alimentos ricos em flavonoides, sobretudo GSPE diminui o risco de
aparecimento de doencas cardiovasculares, uma vez que intervém na regulacdo da
pressdo sanguinea sistolica e nos processos de remodelacdo. Estes compostos sdo
potentes vaso-relaxantes do tecido endotelial. Esta propriedade atribuida 4&s
proantocianidinas deve-se a sua capacidade de estimular a formacdo de 6xido nitrico
(NO) através da indug¢do enzimatica de 6xido nitrico sintetase (eNOS), o que leva a
acumulacdo de monofosfato de guanosina ciclico (¢cGMP) e posteriormente origina o
vaso-relaxamento, diminuindo a pressdo sanguinea. (Figura 12) As epicatequinas
induzem a produg¢do de oxido nitrico (NO) das células endoteliais através da

hiperpolarizacdo da via PI3K/Akt. (Brieger, Schiavone, Miller, & Krause, 2012)
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Fig.12: Efeito das procianidinas nos niveis de cGMP. Retirado de (Byun et al., 2014)

A maioria dos dados cientificos revelam que as desordens patologicas do
coragdo e do sistema cardiovascular estao relacionadas com danos na via de sinalizagao
da ERO. Estes processos lesivos para as células cardiacas surgem com o excesso de
producdo de ERO a partir das enzimas NADPH oxidase, xantina oxidase e NO sintetase
ou entdo através mecanismos normais fisioldgicos sujeitos a alteragdes significativas
por indu¢do da ERO nas cascatas cataliticas. Existem varios fatores responsaveis pelos
danos causados pelo excesso de produgdo de ERO como: o envelhecimento, a
obesidade, a isquemia, a hipertensdo, a alimentacdo rica em gorduras, os pro-oxidantes
de baixo peso molecular, bem como determinados i0es metalicos. (Figura 13) A ERO
tem participacdo ativa nas cascatas enzimaticas que representam a expressao génica
associada as patologias cardiacas. Fatores como PCK, MAPK, ERK, p38 ¢ JNK tém um
papel importante em todo este processo, uma vez que estas enzimas ou vias enzimaticas
participam nos processos fisiologicos normais associados a via de sinalizacdo ERO,
sendo observado que a transformagdo do processo natural fisioldégico em processo
patologico esta associado ao excesso de producdo de espécies reativas, que em
quantidades normais ndo causam efeitos prejudiciais no organismo. (Chen, Moghaddas,

Hoppel, & Lesnefsky, 2008)
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Fig.13: Diagrama dos efeitos do stress oxidativo na doenca cardiovascular . Retirado de (Katz, Doughty,
& Ali, 2011)

2.4 Artrite reumatoide

A artrite reumatdide (RA) pode ser descrita como uma doenga sistémica
inflamatoéria caracterizada pela hiperplasia do tecido sinovial e destruicdo da estrutura
conjunta. Esta patologia apresenta infiltragdo celular nas membranas sinoviais, erosao
progressiva da cartilagem e osso, formacdo de pannus nas articulagdes afetadas, além de
desencadear respostas auto-imunes contra componentes da cartilagem e presenca de
fatores reumatoides. A osteoporose caracteriza-se por um aumento da probabilidade da
ocorréncia de fraturas devido a fragilidade dssea, o que condiciona a qualidade de vida
de um paciente com RA. Patologicamente, a RA assenta na invasdo de osteoclastos no
0sso, cujo aumento da atividade conduz a danos graves, levando a destruigdo
progressiva das articulagdes artriticas. O aumento da produgdo de citocinas
inflamatorias (TNF- o) e células T patologicas estd relacionadas com a destruigcdo
artritica, o maior sintoma da artrite reumatoide. (H. Sandhar, B. Kumar, S. Prasher, P.
Tiwari, M. Salhan, 2011) O colagénio tipo II ¢ sintetizado no condroblasto, sendo a
principal proteina estrutural responsavel pela firmeza da cartilagem. Na RA, o
organismo ndo reconhece esta proteina desencadeando reagdes auto-imunes que se

prendem com a produ¢do da enzima colegenase que provocam a quebra da cartilagem

52



Resultados e Discussao

conduzindo aos efeitos deletéricos da doenga e aos seus respetivos sintomas. A

hipersensibilidade imunologica leva a cronicidade da inflamacao. (Ma et al., 2013)

Os osteoclastos sao células multinucleadas que exibem resisténcia a fosfatase
acida de tartarato (TRAP) e formam pogos de reabsor¢ao 6ssea. Este mecanismo requer
a participacao da enzima NADPH oxidase e revela um aumento da produ¢do de ERO
que induz o stress oxidativo aumentando o desenvolvimento do estado patoldgico. O
factor RANKL (ativagdo do recetor nuclear do fator ligando kappa-B) ¢ responsavel
pela ativacdo anormal de osteoclastos nas articulagdes artriticas, o que leva ao aumento
da reabsorcao e posterior destrui¢do das articulagoes. (Park et al., 2012)

Os osteoblastos apresentam um papel fulcral na formagao do osso, uma vez que
sintetizam varias proteinas presentes na matriz Ossea, regulam a maturacdo de

osteoclastos e produzem fatores soluveis. (Park et al., 2012)

A homeostase Ossea ¢ mantida pelo equilibrio entre dois processos de
remodelagdo: a reabsor¢ao por parte dos osteoclastos ¢ a formagao de osteoblastos. As
GSPE desempenham um papel fulcral na homeostase, uma vez que suprimem a
diferenciagdo de osteoclastos e promovem a diferenciacdo de osteoblastos, em
simultaneo. (Ma et al., 2013) Estes compostos fitoquimicos sdo capazes de reduzir a
IgG2a especifica para colagénio do tipo II e para as citocinas inflamatorias (TNF- o) e
desta forma diminuem a hipersensibilidade imunoldgica, reduzem a inflamacdo e
favorecem a diminuicdo da destruicdo Ossea causada pelo desequilibrio entre os
osteoclastos e osteoblastos. Posto isto, as GSPE visam ter um papel interessante do
ponto de vista terapéutico, uma vez que ¢ aconselhavel a sua aplicagdo em
concomitancia com as terapéuticas anti-reabsortivas (anticorpo anti-TNF-o e anti-
RANKL), no sentido de promover a formagdo Ossea, suprimir a reabsorcao deste
constituinte, aumentar a captacdo de ERO reduzindo o stress oxidativo bem como
reduzir o excesso de producdo de citocinas inflamatdrias responséaveis pela inflamacao.
Esta terapéutica com GSPE como tratamento adjuvante na destrui¢do do osso, mostrou

também eficacia no tratamento da osteoporose. (Pan et al., 2010) (Figura 14)

Em suma, o balango entre atividade dos osteoblastos e osteoclastos ¢ muito

importante na manutencdo da integridade Ossea e a terapéutica baseada nas GSPE
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mostrou ser vantajosa uma vez que melhora a regulagdo da homeostase do osso através

da sua dupla agdo, referida anteriormente. (Ma et al., 2013)
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Fig.14: Mecanismo de inflamagdo associado 4 artrite reumatoide e osteoporose e respetiva agdo das

EGCG e cianidinas. Retirado de (Pan et al., 2010)

2.5 Cancro

A carcinogénese ¢ um processo complexo e multi-sequencial, que se traduz na
transformagdo de uma célula saudével, numa célula pré-cancerigena, que pode
posteriormente originar uma patologia carcinogénea. O aparecimento de cancro pode
ser explicado por dois mecanismos. Um dos mecanismos, ocorre na mitose e baseia-se
no aumento da sintese de DNA, por acdo de agentes carcinogéneos ndo genotoxicos que
podem induzir mutagdes que levam a divisdo descontrolada das células. Estas mutagdes
podem levar a expansdo clonal que d4 inicio a transicdo do estado celular pré-
neoplésico a estado celular efetivamente neoplasico. Outro dos mecanismos propostos
assenta no desequilibrio entre a proliferagao celular e a morte celular. Se ocorrer um

dano no DNA excessivamente extenso, torna-se necessario eliminar seletivamente as
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células alteradas. Este processo ¢ designado por apoptose, a qual € caracterizada por um
mecanismo celular fisiologico normal, que assenta na morte celular programada,
quando ocorrem mudangas morfologicas. Durante a proliferacdo celular, a proteina p53
tem um importante papel, na manutengdo da integridade do DNA. Em suma, quando
ocorre dano celular, ¢ ativado um mecanismo de apoptose realizado pelas p53,
responsavel por eliminar as bases oxidadas que causam mutacdes. (Valko, Rhodes,

Moncol, Izakovic, & Mazur, 2006)

A apoptose, como ja foi mencionado anteriormente, corresponde ao processo
celular responsavel pela destruicio dos danos celulares ou células anormais. A
regulagdo de NF-kB sensibiliza a indugdo da apoptose celular. Segundo a analise de
Hsu et al. em estudos in vitro, as PAs podem induzir respostas apoptédticas em células
cancerigenas do colon. A apoptose celular induzida pelas PAs ¢ mediada pelas proteinas
da familia Bcl-2. Algumas proteinas desta familia (Bax e Bad) promovem a apoptose,
enquanto que outras (Bcl-2 e Bcl-x) inibem este mesmo processo. Estas proteinas
formam multimeros, que levam ao desenvolvimento de poros nas membranas, que
controlam o fluxo molecular entre os compartimentos celulares. Estudos recentes
revelam que a proporcao de proteinas Bax:Bcl-2 ¢ um fator determinante na transmissao
do sinal da apoptose. As PAs medeiam a apoptose, pela alteragdo da proporcao

Bax:Bcl-2 nas células cancerigenas do colon. (Hsu et al., 2012)

O processo de carcinogénese pode ser influenciado por agentes genotoxicos
(geralmente quimicos), que causam danos diretamente no DNA, levando a alteragdes
mutagénicas, ou por compostos niao genotoxicos, normalmente designados por
epigénicos que atuam indiretamente nas reagdes dos mecanismos de DNA. Estes
agentes modulam o crescimento e a morte celular. As PAs apresentam efetividade na
captacao das moléculas oxidadas associados ao dano no DNA e a promog¢ao do tumor.

(H. Sandhar, B. Kumar, S. Prasher, P. Tiwari, M. Salhan, 2011)

A interrup¢do da progressio do ciclo celular ¢ um fator crucial no
desenvolvimento de patologias cancerigenas. As ciclinas e as ciclinas dependentes de
quinases (CDK) sdo proteinas muito importantes na interrupcdo da regulagdo do
funcionamento do ciclo celular. As PAs marcam visivelmente a reducdo da expressao

dos niveis de CDK2, CDK4, e CDK6. Similarmente, também reduzem os niveis de

55



Aplicagbes Farmacéuticas das Proantocianidinas

ciclina D1, D2 e E. O aumento do nivel dos inibidores das proteinas CDK, induzido
pelas PAs, tem um papel crucial no aprisionamento das células cancerigenas na fase G1,
através da inibicdo da atividade de CDK. Este processo conduz a morte celular das
células cancerigenas por apoptose. (V. Nandakumar, T. Singh, 2008) As PAs inibem a
proliferagdo das células cancerigenas (Hsu et al., 2012) e inibem a atividade
proliferativa das células endoteliais in vitro, durante a angiogénese. (Kandaswami et al.,
2005)

O consumo de alimentos ricos em flavondides tem um papel crucial na
prevencao do cancro. Varios estudos demostraram que as proantocianidinas assumem
um carater quimiopreventivo e reduzem a incidéncia do cancro da prostata, pulmao,
mama e estdmago. (Gul, Ahmad, Kondapi, Qureshi, & Ghazi, 2013) A atividade
preventiva destes compostos prende-se com a regulacdo negativa da proteina mutante
p53, com a paragem do ciclo celular, com a inibi¢do da tirosina quinase ¢ com a
capacidade de ligagdo aos recetores de estrogénio. As alteragcdes de estrutura da p53
estdo relacionadas com as mutagdes genéticas presentes no cancro. Os flavonodides sdo
capazes de reduzir a expressdo da p53 e a inibigdo desta proteina leva & paragem celular
na fase G2-M, impedindo a progressao das células cancerigenas. (Krishnaiah, Sarbatly,
& Nithyanandam, 2011) Recentemente, varias investigacdes cientificas provaram que as
epigalocatequinas inibem a atividade da sintetase de &cidos gordos (FAT) que se
apresenta significativamente aumentada em varios tipos de cancro e inibem também a
lipogénese no cancro da prostata, estando este efeito fortemente associado a interrupg¢ao

do ciclo celular. (Woo & Kim, 2013)

A tirosina quinase corresponde a uma proteina localizada perto da membrana
celular e a sua expressdo esta associada a oncogénese. Esta proteina ¢ responsavel pela
transducdo de sinais associados a fatores de crescimento nucleares. Os flavondides tem
a capacidade de inibir a tirosina quinase pelo que medeiam o processo associado a

oncogénese. (Woo & Kim, 2013)

No cancro da mama, figado, colon, pulmdes e ovario, a invasao/metastizagao
cancerigena estd relacionada com a producdo de uma matriz de metaloproteinases
(MMPs) por parte das células carcinogéneas. Desta forma, para que ocorra invasdo do
tumor ¢ necessario que haja secre¢do cancerigena de MMPs, pelo que a terapéutica

contra determinados tumores assenta na administragdo de anticorpos ou inibidores de
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MMP cancerigeneas que impecam esta a invasdo. As PAs reduzem os niveis de MMPs,
uma vez que estdo associados a regulacdo da biossintese destas proteinas. Os
flavonoides inibem a ativacao e proliferagao de mastdcitos, envolvidos no crescimento e

metastizacdo de tumores. (Kandaswami et al., 2005)

Os Comprimentos de onda UVA(320-400 nm) e UVB(280-320 nm) do espectro
solar sao absorvidos pela pele e produzem stress oxidativo que contribui para o
desenvolvimento do cancro de pele, também designado por foto-carcinogénese. Esta
patologia assume um carater muito complexo, uma vez que estd associada a multiplos
mecanismos, que sistematicamente podem ser divididos em 3 fases distintas: iniciagdo
do tumor, associada a efeitos genotoxicos causados pela luz UV nas células normais; a
promocao do tumor, que consiste numa expansdo clonal das células iniciais, podendo
ser considerado um processo reversivel e a progressio do tumor associada a
transformagdo maligna do papiloma presente no carcinoma, que surge na sequéncia de

uma estimulacdo adicional genotoxica. (Katiyar, 2008) (Figura 15)
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Fig.15: Representagdo esquematica dos multiplos estagios da carcinogénese da pele, induzida

pela radiagdo UV. Adaptado de (Katiyar, 2008)

O consumo de proantocianidinas reduz os efeitos causados pela exposi¢do a
radiacdo UVB que desencadeia a redugdo dos niveis de glutationa (GSH), glutationa
peroxidase (GPs) e catalase. Estas enzimas apresentam importancia significativa, uma
vez que reduzem os niveis de stress oxidativo responsavel por causar inflamagao
cutanea, oxidacdo lipidica/proteica e danos no DNA. O stress oxidativo induzido pelo
UV, implica a ativacdo de proteinas MAPKs que sdo importantes fatores de regulagao,

que controlam atividades como a proliferacdo, diferenciacdo e apoptose celular, em
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resposta a sinais ou estimulos. As GSPs (proantocianidinas presentes na uva) reduzem
significativamente os niveis de 6xido nitrico produzido durante a exposicdo a UVB e
diminuem a fosforilagdao de proteinas MAPKs, incluindo ERK1/2, JNK e p38. O stress
oxidativo induzido pelo UV, implica a ativagao de proteinas MAPKs e a desregulacao
do fator de transcricdo NF-«kB, associados ao processo da inflamagdo e da
carcinogénese. O consumo de GSPs, reduz a expressio de NF-«xB, COX-2 e
prostaglandinas. Estes fatores estdo envolvidos na carcinogénese da pele e promocao do
tumor. As PAs reduzem a resposta hiperplasica, a atividade mieloperoxidase e o nimero
de leucocitos inflamatorios infiltrados na pele, sendo este o principal responsavel pela
produgdo de oxido nitrico e peroxido de hidrogénio, intervenientes na produgdo de

stress oxidativo. (F. Afaq, 2011)
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As células efetoras T CD8" secretam citocinas Thl, associado & supressdo da
resposta imunitaria. Varios estudos revelam que GSPs previnem a imunosupressao
. . ’ . ~ J + . \
induzida por UVB através a estimulagdo das células efetoras T CD8", conduzindo a

prevengdo da foto-carcinogénese nos humanos. (F. Afaq, 2011) (Figura 16)
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Fig.16: Diagrama dos mecanismos quimiprotetores dos polifendis na fotocarcinogénese.

Adaptado de (F. Afaq, 2011)
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A alimentagdo rica em PAs influencia de forma significativa os processos de
imunidade celular associados ao desenvolvimento e progressao do cancro. Estes
compostos sdo capazes de modular uma pandplia de eventos bioldgicos como a
proliferacdo e diferenciagdo celular, apoptose e neovascularizagdo que estdo associados
a progressao e desenvolvimento desta patologia. Os flavondides apresentam atividade
anti-tumoral e depressdo da angiogénese in vivo. Estes compostos, atravessam as
células e acumulam-se em determinados organelos celulares e tecidos, através de varios
mecanismos relacionados com a atividade enzimatica da proteina quinase C, da tirosina,
da adesao focalizada das quinases e MMPs, relevantes na proliferacao e metastizagdo do

cancro. (Kandaswami et al., 2005) (Figura 17)
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Fig.17: Atividade anti-tumoral dos flavondides. Adaptado de (Kandaswami et al., 2005)

A atividade anti-tumoral atribuida a estes compostos relaciona-se com a indugao
da apoptose, supressdo da atividade da proteina tirosina quinase, apresentando efeitos
anti-metasticos, anti-invasivos, e anti-angiogénicos. (Kandaswami et al., 2005) (Figura

18)
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Fig.18: Mecanismos moleculares das proantocianidinas na prevengdo do cancro (Adaptado de (V.

Nandakumar, T. Singh, 2008)

As proantocianidinas sdo compostos capazes de absorver radiacio UVB,
UVA,UVC, pelo que atuam como filtros solares, tornando possivel a reducao da
inflamacao, do stress oxidativo e dos efeitos nocivos causados pela radiacdo na pele.

Desta forma, conclui-se que a aplicacao topica de polifendis assume um caracter foto-

protetor. (J. A. Nichols, 2010) (Tabela 3)
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Tabela 3: Mecanismos de agdo de catequinas e epicatequinas na foto-protegdo da pele. Adaptado de (J.

2.6 Infecd@o Urinaria

A. Nichols, 2010)

As infe¢Oes urindrias sdo usualmente tratadas recorrendo a administragdo de

antibioticos. No entanto, o facto de se recorrer a esta terapéutica com excessiva

frequéncia e muitas vezes sem necessidade, deu origem a um grande problema de saude

publica: o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por parte das bactérias,

reduzindo desta forma a eficacia dos antibidticos. (Pallett & Hand, 2010)

A infecdo comega quando a bactérica patogénica adere as células uroepiteliais

estabelecendo ligacOes entre as adesinas bacterianas e os recetores presentes na

membrana da célula hospedeira. As adesinas uropatogénicas tipicas da E.Coli sdo a

fimbria do tipo 1, a fimbria P e a adesina X. A fimbria do tipo 1 medeia a aderéncia e

pode ser bloqueada pela D-manose e pelo seu anélogo, sendo este mecanismo designado
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por sensibilidade de adesdo a manose. A ligacdo entre a fimbria-P e a adesina X nao
pode ser bloqueda pela manose, pelo que ¢ designada por resisténcia de adesdo a

manose. (Liu, Pinzén-Arango, Gallardo-Moreno, & Camesano, 2010)

As proantocianidinas do tipo A apresentam caracteristicas inibitdrias
significativas na adesdo da E.Coli (principal microrganismos causador de infeg¢oes

urinarias) as células uroepiteliais. (Howell et al., 2010)

A atividade anti-microbiana das proantocianidinas ¢ baseada num conjunto de
mecanismos de acdo diferentes, pelo que se torna dificil as bactérias conseguirem
desenvolver resisténcias. (Jepson, Williams, & Craig, 2013) As proantocianidinas atuam
na prevencao das infe¢des urindrias, uma vez interferem com a adesdo da bactéria as
células do trato urinario. (Jepson et al., 2013) O aumento do consumo de frutos ricos em
proantocianidinas mostraram o aumento da acidez urinaria. (Hisano, Bruschini,
Nicodemo, & Srougi, 2012) A resposta anti-adesiva esta relacionada com o pH da urina
que se manifesta mais acido apds o consumo de proantocianidinas impedindo desta
forma que as fimbrias da E.Coli adiram aos recetores celulares da bexiga. (Hisano et al.,
2012) Posto isto, a bactéria ndo consegue aderir as cé€lulas e ndo causa infecdo. A
reducdo das forcas de adesdo pode estar relacionada com alteragdes na morfologia
bacteriana e/ou genética baseada na diminuicdo da expressdo da fimbria-P. (Liu et al.,

2010)
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Capitulo 4 — Concluséao e Perspetiva Futura

A idade esta associada ao declinio gradual das fungdes fisiologicas e cognitivas,
sendo o maior fator de risco no desencadear de numerosas doengas como a diabetes, o
cancro ¢ doencas metabolicas. Penso que o maior desafio para o sistema de saude
prende-se com o facto de encorajar as populagdes a terem habitos de vida mais
saudaveis o que inclui o consumo de frutas e vegetais e a pratica de exercicio fisico.
Neste contexto, insere-se o aumento do consumo de alimentos ricos em
proantocianidinas, uma vez que estes compostos reduzem eficazmente o stress oxidativo

induzido pelo fator idade e responsavel por desencadear uma pandplia de patologias.

Como resposta 4 questdo inicial, a anélise da informacdo obtida, permite-nos
afirmar que as proantocianidinas possuem propriedades anti-oxidantes com interesse
terapéutico uma vez que reduzem o stress oxidativo e a peroxida¢ao lipidica através da
sua capacidade de captar espécies reativas e quelar ides metalicos. As suas propriedades
anti-inflamatdrias estdo associadas & redu¢do de mediadores inflamatorias e moléculas
adesivas e inibicdo da adesdo plaquetaria. As proantocianidinas sdo capazes de
modificar o citoesqueleto da célula hospedeira, bloqueando a invasdo bacteriana, o que
lhes confere carater anti-microbiano. A atividade anti-cancerigena prende-se com a
inibi¢do da proliferacdo de células carcinogénicas e inducdo da apoptose. Posto isto, a

abordagem farmaceéutica destes compostos torna-se clara.

No seguimento deste trabalho, penso que poderiam ser feitos novos estudos no
sentido de reforcar a ideia de que a ingestdo de proantocianidinas pode assumir um
papel relevante na prevencao da doenga ¢ mais eficaz que a sua administracdo quando
desencadeado o mecanismo fisiopatoldgico. Ao longo do tempo t€m sido feitos varios
estudos nesta 4rea no sentido de aprofundar os conhecimentos relativos as propriedades
bioldgicas das proantocianidinas. Inicialmente estes compostos eram consideradas
apenas agentes anti-oxidantes, no entanto desconhecia-se a forma como eram
metabolizados e sabia-se muito pouco relativamente ao seu mecanismo de acdo. Ao
longo dos ultimos anos a evolugdo da ciéncia permitiu definir com maior clareza os
mecanismos de metabolizacdo destes compostos. As investigagdes realizadas
recentemente tém revelado propriedades cada vez mais interessantes associadas as PAs,

além de que se tem vindo a verificar que a administragdo das proantocianidinas em
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concomitancia com outras terapéuticas poderd trazer enormes vantagens para a saude,
sobretudo quando se trata de terapéuticas agressivas para o organismo, onde se verifica
a minimizacao dos efeitos induzida pelas proantocianidinas.

Penso que a perspectiva futura passa pelo estudo da acdo destes compostos em
ensaios clinicos mais uniformes de forma a poderem produzir uma maior evidéncia
clinica e pelo estudo de uma veiculagdo/formulagdio que aumente a sua

biodisponibilidade.
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Anexos

Actividade das Proantocianidinas

Atividade Anti-Oxidante

¢ Supressao da sintese de ROS/RNS;

¢ Captacgdo de espécies reativas;

¢ Estimulacdo de enzimas anti-oxidantes;
e Iniciacdo da peroxidase lipidica;

¢ Quelacdo de ides metalicos;

e Diminuicdo do Stress oxidativo.

Atividade Anti-
Inflamatoria

e [nibicdo das proteinas Quinase, NOS, COX e
Lipoxigenase;

e Ativacdo de mecanismos imunolégicos;

¢ Bloqueio de IL-8;

¢ Diminuicdo da producao de PG e citocinas pro-
inflamatorias;

e Inibicdo da adesao plaquetaria;

e Regulacdo das vias PI3K-Akt, MAPK, NF-kB, ERK
e ,MEK.

Atividade Antisséptica

¢ Inativacdo das adesinas microbianas, enzimas e
proteinas transportadoras;

¢ Reducdo da fluidez da membrana das células
bacterianas;

e Manipulagao da actina do citoesqueleto da célula
hospedeira impedindo a invasdo bacteriana.

Tabela 4 — Quadro resumo da atividade das proantocianidinas
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Anexo |1

Mecanismos de A¢do das Proantocianidinas nas Doencas

e Inibem as citocinas pro-inflamatorias e
endotoxinas imunoldgicas através da via

Obesidade MEK/MAPK, TNF-a e AP-1;
¢ Neutralizacdo de ROS/RNS;
¢ Diminuicdo da atividade oxidase NADPH e NOS.
. e Aumento da atividade das enzimas anti-
Diabetes

oxidantes;
e Diminuicdo AGE.

Infecao Urindria o : -
¢ Inibicdo das adesinas uropatogénicas.

¢ Supressao da diferenciacao de osteoclastos;
Artrite Reumatdide e Promocao da diferenciacao de osteoblastos;

e Redugdo IgG2 especifica para o colagénio Il e
TNF-a.

e Medeiam a Apoptose;

e Captacdo de moléculas oxidadas;

e Interrupcao do ciclo celular;

Cancro ¢ Reducgdo dos niveis de MMP;

e Caractér quimio-preventivo;

e Efeito Foto-protetor e atividade anti-tumoral;

e Efeitos anti-metasticos, anti-invasivos e anti-
angiogénicos.

¢ Diminui¢do do Stress oxidativo;

e Captacdo de ROS;

¢ Inibicdo da agregacdo plaquetaria;

e Inibicao do MMP;

e [nibicdo da oxidacao LDL;

e Inibicao de células adesivas e citocinas pro-
inflamatérias;

¢ [nibi¢do da infiltracao de macrofagos;

e Estimulacdo de enzimas anti-oxidantes.

Doenca Cardiovascular

Tabela 5 - Quadro resumo do mecanismo de agdo das proantocianidinas nas doengas



