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Resumo

Os compostos fendlicos do vinho, responsaveis pela cor, corpo e adstringéncia,
interagem com as proteinas salivares. Os taninos incluem-se no grupo dos compostos
fendlicos flavondides e sdo os responsaveis por essa interacdo provocando a sensagdo de
adstringéncia. Este fendmeno € caracterizado pela perda da lubrificacdo da saliva
provocada pela ocorréncia de precipitacdo das proteinas ricas em prolina (PRPS) na

cavidade oral.

Embora exista uma variedade de proteinas que interagem com os taninos do vinho,
as PRPs apresentam uma interagdo mais significativa assumindo um papel importante
na sensacdo de adstringéncia. Deste modo, e tendo em conta a elevada variabilidade
genética observada nos genes codificantes das PRP, o objetivo deste projeto foi
implementar um protocolo para o estudo da variabilidade genética das PRPs associada a

percecdo sensorial dos vinhos.

Os genes PRPs sdo altamente variaveis sendo o tipo mais comum destas variacoes
0s SNPs (single-nucleotide polymorphisms). Este tipo de polimorfismo consiste na
alteracdo da sequéncia de DNA que ocorre quando um Unico nucledtido (adenina,
timina, citosina ou guanina) difere entre individuos de uma espécie ou entre
cromossomas homdlogos de um individuo. Assim, através da identificacdo de SNPs ¢
possivel avaliar esta variabilidade. Como tal, depois de uma profunda analise
bioinformaética, selecionaram-se as regides com maior variabilidade, e estudaram-se 0s
SNPs presentes numa amostra total de 18 individuos, através da amplificacdo e
sequenciacdo de fragmentos codificantes dos genes PRPs. Implementou-se assim o
protocolo e obteve-se a prova de conceito para um estudo mais aprofundado da
variabilidade genética destas regides na populagdo portuguesa.

Palavras-chave: Adstringéncia, diversidade genética, genes PRP, PRPs, taninos, SNPs.






Abstract

Wine phenolics, responsible for the body, color and astringency, interact with the
salivary proteins. Tannins belong to the group of the flavonoid phenolics compounds
and are responsible for that interaction leading to the sensation of astringency. This
phenomenon is characterized by the loss of the lubrication of the saliva induced by the

precipitation of the proline rich proteins (PRPs) in the oral cavity.

Although there are a wide variety of proteins that interact with wine tannins, PRPs
have shown more significant interaction assuming an important role in the sensation of
astringency. Therefore, knowing the high genetic variability observed in the genes that
encode the PRPs, the aim of this project was to implement a protocol in order to study

the genetic variability of the PRPs associated with the sensorial perception of the wine.

PRPs genes are highly variable, being the SNPs (single-nucleotide polymorphisms)
the most common type. This kind of polymorphism consists in the alteration of the
DNA sequence that occurs when one single nucleotide (adenine, thymine, cytosine or
guanine) differs among individuals of the same specie or differs among the
chromosomes of the same individual. Thus, through the identification of the SNPs it is
possible to evaluate this variability. As such, after a deep computer analysis, the regions
with higher variability were selected and the SNPs present were studied in a total of 18
individuals, through the amplification and sequencing of the fragments of genes
encoding PRPs. The protocol was implemented and we obtained the proof of concept
for a deeper study about the genetic variability of these regions in the Portuguese

population.

Keywords: Astringency, genetic diversity, PRP genes, PRPs, tannins, SNPs.






1. INDICE

RESUMO
ABSTRACT
1. INTRODUGAO ...ttt 1
1.1. COMPOSTOS FENOLICOS na alimentacio: Importancia ..............c.......... 3
1.1.1. Caracteristicas fUNCIONAIS...........ccovririiieiee e 4
1.1.2. CaracteristiCas SENSOMTANS .........civereririeieieie e 4
1.1.3. Efeito dos compostos fenolicos: na digestdo e na saude................ 5
1.2. Compostos fenolicos NO VINNO .........cccveiiiiciicce e 7
1.2.1. Caracteristicas funcionais, sensoriais € estruturais .............ccccov.... 7
1.2.2. Compostos fendlicos ndo flavondides — caracteristicas.................. 8
1.2.3. Compostos fenolicos flavondides — caracteristicas............c......... 10
L3 TANINOS ..o rae e et e e e nee e 12
1.3.1. Taninos HidroliZAVEIS ........c.cceveveieiiieceeee e, 13
1.3.2. Taninos CondenSados ..........ccceerveiereereee e se e 13

1.4. INTERACCAO ENTRE PROTEINAS E TANINOS: Tipo de interacgdo e

modelos de agregacdo proteina-tanino ..........ccceceeieeieiiciie v 14
1.4.1. ASIIINGENCIA ....eevieic e 16
14.1.1. Proteinas SaliVAreS ...........coeoiirereiineneese e 19
1.4.1.2. Proteinas ricas em prolina (PRPS) .......ccccccovvvvevvevieiiennenn, 22
1.4.1.3. Interacgéo taninos € PRPS .......cccoovviiiiiieeeece e 23
1.4.1.4. PRPs como 12 linha de defesa contra taninos dietéticos ..25
1.4.15. Factores que influenciam a adstringéncia ............cccee.... 26

1.5, GENES PRPS ...ttt 28
1.5.1. Estrutura e caracteristicas dos genes PRP ..........ccocviriiiiicienn, 28

1.5.2. GENES PRHIL @ PRH2Z ...ttt 29



1.5.3. Genes PRB1, PRB2, PRB3 e PRBA...........ccoiiiiiis 31

1.5.4. Variabilidade genétiCa..........cccoerereiiiniiise e, 33

2. OBUIETIVOS . ...ttt ettt ee e beenaee s 37
3. MATERIAL E METODOS.......cooiiieiieeieiieees et sesestsssss s sesessesenenes 41
3.1. Insillico — Analise bioiNfOrMALICA ..........couviiriiiieeee e 43

3.1.1. Pesquisa das sequéncias genéticas e dos SNPs associados aos

GENES PRPS ...ttt s 43

3.2. ColINeita da @MOSEIa........c..eiveirieieiiir s 43
3.2.1. EXtracdo de DNA .. ..cooi i 43
3.2.2. Quantificac@o do DNAL.........coi i 44
3.3. PCR (Polymerase Chain Reaction) ...........cccccvevveiiieieeie e 44
3.3.1 PIIMELS .. 44
3.3.2. AMPIITICACE0 dOS EXDES .....vvevvieeiiiiiriereee e 45
3.4. Detecéo dos produtos de PCR — Eletroforese .........cccocvevevieneeiniieieeienn 46
3.5. Purificagdo dos produtos de PCR.........ccciiiiiiiniiieiene e 46
3.6. Genotipagem de SNPs — Método de Sanger .........cccevevevereveseseeeeriesienn, 47
3.6.1. Reacao de SEQUENCIAGAD ........ccuervervirierieiieeeie e 47

3.6.2. Purificacdo dos produtos da reaccdo de sequenciagédo e

electroforese Capilar ...........cccoveveie i 47

3.7. ANALISE dE adOS. ... et 48

4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....ooverreiireeeieeseeeeeesiesesssssesissssenessen s 49
4.1. ldentificacdo e caracterizacdo de genes PRPS.........ccccccevevieve s 51
4.1.1. Pesquisa e caracterizacdo de SNPS desCritoS..........ccoovreereerenennnnn. 53

4.2. DeSENNO UOS PIIMEIS .c.vviiiieiiie ettt re e 55
4.3. AMPIITICAGAD UOS BXDES ....eveeieeneeiiieitieiesiee sttt 56
4.3.1. Amplificacdo do ex8o 1 do gene PRH2 ..., 56

4.3.2. Amplificacdo do exdo 3 do gene PRH2 .......c.ccoevvvviiviiniiee 57



4.3.3. Amplificacdo do exd@o 4 do gene PRB3..........ccccvvvivevvvevieie 58

4.3.4. Amplificagdo do exdo 3 do gene PRBA..........ccooivveiiiniieiene 59

4.4. Genotipagem dos genes codificantes das PRPS .........ccccocoinininiinicienn, 61

5. CONCLUSOES......ccotiiiiiieieeeesesee ettt 69
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o, 73

Anexo

2. INDICE DE FIGURAS

Figura 1 — Via metabdlica de producdo de fenilpropanoides (Shahidi e Naczk,

Figura 2 — Estrutura representativa de varios polifendis (A — Acido galico; B —
Estrutura bésica dos flavondides; C — Flavona; D — Flavonol; E — Flavan-3-ol

(flavonoides); F - Epigalocatequina galhato) (Bennick, 2002) ..........c.cccceevevennenn 8

Figura 3 — Estrutura e nomenclatura dos principais acidos benzoicos (a) acidos

cinamicos (b) e estrutura do transresveratrol (c) de Vitis vinifera (Viccari et al.,

Figura 4 — Estrutura representativa dos taninos (A — Pentagaloilglucose; B —
Estrutura bésica dos taninos condensados) (Bennick, 2002) .........cc.cccceevrernnnne, 13

Figura 5 — Representacdo esquematica geral das etapas de interacdo e

precipitacdo entre os polifendis e as proteinas (Monteleone et al., 2004)........... 14

Figura 6 — Modelo representativo de possiveis interacdes proteinas-polifenois
(ASAN0 et al., 1982) ....cveiiiieiee e 16

Figura 7 — Roda das sensagOes orais (Gawel, 2000; Pickering e Bajec, 2008) ...19

Figura 8 — Esquema representativo da localizacdo das glandulas maioritarias
(CarvalNo, 2007) ......ooeeieieesie e s 20



Figura 9 — Percentagem de redugdo da concentra¢ao de proteina livre para cada
familia de proteinas salivares (interagdo com taninos condensados extraidos

(GSF)) (Soares et al., 2011)....cccueiuiiiriieieeie e 21

Figura 10 — Modela em 3 fases da ligacdo PRPs com os polifendis (Jobstl et al.,

Figura 11 — Sequéncia de amino&cidos da glicoproteina rica em prolina GP66sm
codificada pelo gene MP2 de PRP de rato (Carlson, 1993) ........ccccccvvvniienennnnn. 29

Figura 12 — Mapa de restri¢do dos genes PRH1 e PRH2 (Kim e Maeda, 1985).30

Figura 13 — Comparacdo das sequéncias dos genes PRH1 e PRH2 (Kim e
MaEAA, 1985) ... .eiiiieiiciecie et e ne s 31

Figura 14 — Mapas de restricdo das regides dos genes PRB1, PRB2, PRB3 e
PRB4. Locais enzimaticos: BamHI (B), Bglll (Bg), EcoRlI (E), e HindlIl (H).
As barras a tracejado ilustram a regido da sequéncia de cada gene (Kim et al.,

Figura 15 — Mapa de variacdo do gene PRB2 (Proteina rica em Prolina da

subfamilia BStNI 2) (Www.ensembl.org).......cccccoveeiieiicie e 33

Figura 16 — Mapa de SNPs do gene PRH2. Nesta figura esta representado o
conteudo e tipo de SNPs de ambos os transcritos do gene PRH2 apenas em

ZONAS A8 BXOBS e 54

Figura 17 — Teste de amplificacdo aos primers PRH2EL em gel de agarose 1%.
A — Teste de amplificagdo nas amostras Ind_3 e Ind_ 4. B — Teste de
amplificacdo nas amostras Ind_5-20. Ao lado de cada imagem estad o marcador
de peso molecular NZYDNA Ladder I (NZYTeCh).....cccoevvevviieiiciececiee, 57

Figura 18 — Teste de amplificacdo aos primers PRH2E3 em gel de agarose 1%.
A — Teste de amplificacdo nas amostras Ind_3 e Ind_ 4. B — Teste de
amplificagdo nas amostras Ind_5-10. C — Teste de amplificagdo nas amostras
Ind_11- 20. No lado esquerdo de cada imagem estd o marcador de peso
molecular NZYDNA Ladder I (NZYTECh) ....cccooviiiiiiieeiicsie e 58

Figura 19 — Teste de amplificacdo aos primers PRB3E4 em gel de agarose 1%.

A — Teste de amplificagdo nas amostras Ind_3-10. B — Repeti¢do do teste de



amplificacdo das amostras Ind_7 e Ind_8. C — Teste de amplificagdo nas
amostras Ind_11-20. No lado esquerdo de cada imagem esta o marcador de peso
molecular NZYDNA Ladder I (NZYTECN) .....covviviiiiie e 59

Figura 20 — Teste de amplificacdo aos primers PRB4E3 em gel de agarose 1%.
Na extremidade estd o marcador de peso molecular NZYDNA Ladder |
(NZYTech). Para este teste utilizaram-se 8 amostras (Ind_3-10) .........ccccoenerne. 60

Figura 21 — Otimizag&o dos pares de primers PRB4E3 a diferentes temperaturas
de annealing (Ta) - 51°C, 52°C e 53°C. Na extremidade encontra-se o marcador
de peso molecular NZYDNA Ladder | (NZYTech). Para este teste utilizou-se o

CONEIOI0 POSITIVO ...t nae e 60

Figura 22 — Teste de amplificacdo aos primers PRB4E3 em gel de agarose 1%.
A — Teste de amplificacdo nas amostras Ind_3-10. B —Teste de amplificacdo nas
amostras Ind_11-20. No lado esquerdo de cada imagem esta 0 marcador de peso
molecular NZYDNA Ladder I (NZYTECh) .....cccvoveiiiiiiie e 61

Figura 23 — Exemplo de um electroferograma obtido por genotipagem do SNP
rs116998526 (caracterizado na tabela X) de trés individuos diferentes: Ind_13,
Ind_15 e Ind_10. Ind_13 ¢é homozigético para o alelo G, o Ind_10 é
homozig6tico para o alelo A e 0 Ind_15 C é heterozigotico...........cocoveeervirinnee. 63

Figura 24 — Sequéncias alinhadas para a regido do exd 3 do gene PRH2. A
primeira sequéncia corresponde a sequéncia contendo todos os SNPs descritos
nesta regido. Os pontos (.) correspondem a zonas conservadas. Na posicdo 464
encontra-se 0 SNP rs10772391 (ver tabela 8) ........ccccovviieieniniiee, 64

Figura 25 — Representacdo gréafica da frequéncia (em percentagem) dos
diferentes tipos de SNPs encontrados Nas amostras .........cccoceervereervereereeneennenn. 66



3.

INDICE DE TABELAS

Tabela 1 — Lista de alguns alimentos com teor em compostos fendlicos
(adaptado de Scalvert et al.,2000 Manach et al., 2005) ..........cccocvevviireiieereiiiennn, 6

Tabela 2 — Exemplos de alguns alimentos e/ou bebidas adstringentes contendo
taninos (Pickering e Bajec, 2008) .........ccccviieiieiieeiie e 18

Tabela 3 — Sequencia das aPRPs (Inzitari et al., 2005) .........c.cccevveveiiernsiennn, 34

Tabela 4 — Caracteristica dos genes PRP: Tamanho em pares de bases dos genes
e seus respetivos mMRNA transcritos (adaptado da base de dados Ensembl) ....... 52

Tabela 5 — Quantificacdo de SNPs descritos por ex@o dos genes PRPs. Na tabela

esta representada o nome do gene, 0 exao e contelldo em SNPS............ccccueenee.n. 53

Tabela 6 — Lista dos exdes seleccionados para amplificacdo. Na tabela esta

representada o nome do gene, 0 exao, e conteddo em SNPS..........ccccceevevvenenne. 55

Tabela 7 — Lista de primers utilizados para amplificar os exdes acima
selecionados. Na tabela esta representada o nome do primer (F — Forward; R -
Reverse), a sequéncia, a temperatura de annealing e o tamanho do amplicéo....56

Tabela 8 — Listagem, correspondéncia e caracterizacdo dos SNPs encontrados

nas sequéncias obtidas através do método de Sanger..........ccccceevveieereiieseennene 65

Tabela 9 — Comparacdo da frequéncia alélica da populacdo em estudo com a

frequéncia alélica descrita na Europa e no Mundo (Ensembl, 2013)................... 67



Lista de abreviaturas e simbolos

ng

pL

BLAST

bp

DNA
dNTPs

EtBr

mg
Mg2+
MgCI2
mL

mM

Micrograma

Microlitro

Micromolar

Adenina

Basic local alignment search tool
Base pair

Citosina

Acido desoxirribonucleico
Desoxinucleotidos trifosfatados
Brometo de etidio

Grama

Guanina

Agua

Litro

Molar

Miligrama

a0 magnésio

Cloreto de magnésio

Mililitro

Milimolar



°C
PCR
RNA
MRNA
RPM

SNP

Ta
TA
TAE
Taq
TE
Tm

Tris

uv

Graus Célcius

Polymerase Chain Reaction
Acido ribonucleico

RNA mensageiro

Rotacgdes por minuto

Single Nucleotide Polymorphism
Timina

Temperatura de annealing
Temperatura ambiente
Tris-Acetato-EDTA

Thermus aquaticus

Tris-EDTA

Temperatura de melting
Tris-(hidroximetil)-aminometano
Unidades de enzima

Ultravioleta

Volt



Caodigos de uma letra e de trés letras dos aminoacidos

A Ala Alanina

C Cys Cisteina

D Asp Acido Aspartico
E Glu Acido Glutamico
F Phe  Fenilalanina

G Gly Glicina

H His Histidina

I lle Isoleucina

K  Lys Lisina

L Leu Leucina

M  Met Metionina

N  Asn Asparagina

P Pro  Prolina

Q GIn Glutamina

R Arg Arginina

S Ser  Serina

T  Thr  Treonina

V  Val Valina

W  Trp  Triptofano

Y  Tyr Tirosina






|. Introducao






1. Introducéo

1.1. Compostos fendlicos na alimentacdo - importancia

O grupo dos compostos fendlicos (Fig.1) € dos mais abundantes nas plantas.
Estes compostos sdo produzidos amplamente por todas as plantas sendo também
considerados o grupo de fitoquimicos mais diversos, sendo derivados da fenilalanina e
tirosina (Shahidi e Naczk, 2004). Sdo definidos como substancias possuindo um anel
aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo os seus grupos
funcionais e onde sdo incluidos os fendis simples, os acidos fenolicos (derivados dos
acidos benzoicos e cindmicos), cumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos condensados
e hidrolisaveis e ligninas (Cabrita et al., 2003; Bennick, 2002; Shahidi e Naczk, 2004).
O grupo mais diverso em termos estruturais € 0 mais abundante na natureza € o grupo
dos flavonoides que se podem dividir em vérias classes de acordo com o grau de
oxidagdo do anel C: chalconas, flavanonas, flavonadis, diidroflavondis, flavonas,
isoflavonas, auronas, antocianinas e antocianidinas (Scalbert e Williamson, 2000;
Carvalho, 2007). Um derivado do grupo dos flavonoides, os flavan-3-ois, sdo
provavelmente o0s mais abundantes constituindo a unidade fundamental das

proantocianidinas - taninos condensados (Shahidi e Naczk, 2004, Carvalho 2007).

Considerados como uma das principais classes de metabolitos secundarios
nas plantas, os taninos possuem funcbes que vdo desde a pigmentacdo e
desenvolvimento até a defesa contra ataques microbioldgicos e de predadores; isto é,
sdo produzidos durante o desenvolvimento normal e em resposta a condi¢des de stress
como infecOes, ferimentos, radiacfes UV, entre outras situacbes (Shahidi e Naczk,
2004; Naczk et al., 2006; Carvalho, 2007).
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Figura 1 — Via metabdlica de producéo de fenilpropandides (Shahidi e Naczk, 2004)

1.1.1. Caracteristicas funcionais

Os compostos fenolicos possuem uma grande diversidade de funcdes sendo
essenciais para o desenvolvimento, defesa e reproducdo das plantas. De maneira mais
especifica, o seu envolvimento tem sido assinalado: em processos de resposta contra
agentes patogénicos; como compostos antinutritivos; como componentes da parede
celular; desempenhando também fungdes como agentes atrativos para polinizadores; em
processos de sinalizacdo; como agentes antioxidantes; e na protecdo contra a radiagédo
ultravioleta (Shahidi e Naczk, 2004; Messana et al., 2004).

A consideravel diversidade das estruturas quimicas dos polifendis diferencia-
os de outros antioxidantes na medida em que afeta e diversifica igualmente as suas
propriedades bioldgicas nomeadamente biodisponibilidade, atividade antioxidante,

interacOes especificas com recetores celulares e enzimas, caracteristicas sensoriais, etc.

1.1.2. Caracteristicas sensoriais

Em termos de alimentacdo, os compostos fendlicos contribuem para as

qualidades e caracteristicas sensoriais tais como o sabor amargo, adstringéncia, cor, e



odor. Ainda na producédo alimentar, os fendis contribuem também para a estabilidade
oxidativa dos produtos (Shahidi e Naczk, 2004; Lesschaeve e Noble, 2005).

As antocianinas estdo incluidas no grupo dos flavonoides, e sdo responsaveis
pela pigmentacdo da maioria das flores, frutos e folhas, variando de rosa-salméo ao
vermelho e de violeta para azul-escuro. Algumas flavonas, flavonodis e chalconas
contribuem também para os tons creme e amarelados de flores e frutos (Andersen e
Jordheim, 2010; Carvalho, 2007). As antocianinas também podem ser visiveis nas
raizes, tubérculos, caules, etc. Estas cobrem uma gama de estruturas com caracteristicas
Unicas e sdo normalmente encontrados em solucdo no vactolo das células vegetais
(Andersen e Jordheim, 2010). Sdo ainda moléculas com grande interesse econémico

sendo utilizadas como corante alimentar vermelho e violeta (E163) (Carvalho, 2007).

A adstringéncia provocada pelos compostos fenolicos pode ser percecionada
por uma grande variedade de alimentos nomeadamente em nozes, frutos, chocolates,
chés, vinho e leite de soja. Isto deve-se principalmente aos polimeros de flavondides -
proantocianidinas ou taninos condensados (Lesschaeve e Noble, 2005). Assim,
variacdes na composicdo de taninos condensados como o tamanho do polimero, adi¢do
de outros compostos e ainda a formacao de derivados podem afetar significativamente a
intensidade deste tipo de sensagéo (Lesschaeve e Noble, 2005; Moure et al. 2001).

Os compostos fendlicos sdo também capazes de capturar radicais livres e
serem oxidados a quinonas. Estas caracteristicas antioxidantes sdao muito Uteis na
industria alimentar, pois permitem a conservacdo das propriedades sensoriais e
nutricionais dos alimentos impedindo a oxidagdo e consequente formacao de compostos

nocivos para a satude (Moure et al. 2001, Carvalho, 2007).

1.1.3. Efeito dos compostos fenolicos na digestéo e na saude

Os polifenois tém vindo a despertar um grande interesse nos consumidores e
nos produtores de alimentos. Este interesse surgiu devido a inimeros raz0es,
nomeadamente aos efeitos benéficos na salude que tém vindo a ser comprovados e
consequente prevencdo de multiplas doencas (cancro, doengas cardiacas, osteoporose,
etc.). As principais fontes de polifendis dietéticos sdo os frutos frescos e as bebidas

(sumos de frutos, vinhos, chéas, cafés, chocolates e cervejas), diferentes tipos de
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vegetais, sementes, e frutos secos e cereais (Tabela. 1) (Manach, et al. 2004; Scalbert e
Williamson, 2000; Carvalho, 2007; Naczk et al, 2006).

Em pessoas com uma dieta rica em frutos e vegetais estima-se que este tipo
de dieta permita a ingestio de cerca de 1g por dia de compostos fendlicos
correspondente a: 61% - flavonadis, flavonas e flavanonas; 17% - antocianinas; e 20% -
catequinas (Manach, et al. 2004; Scalbert e Williamson 2000).

Tabela 1 — Lista de alguns alimentos com teor em compostos fendlicos (adaptado de Scalbert et al.,2000
Manach et al., 2005).

Alimento Teor em compostos fenolicos (mg)
Sumo de laranja (100mL) 22a75
Vinho tinto (150mL) 100 a 225
Ché preto (200mL) 138 a 200
Café (200mL) 150a 179
Maca (1 peca de 1509) 3a300
Péssego (1 peca de 1509) 15a 200
Chocolate negro (20g) 100 a 200
Azeite (1 colher) 6

E atualmente aceite o papel bastante relevante dos frutos, vegetais e vinhos
tintos na prevencdo de doencas sendo esse efeito, como ja foi referido, atribuido em
grande parte as propriedades antioxidantes dos seus constituintes polifendis (em
consumo moderado). Registos historicos relatam que importantes civilizagdes do
mundo ocidental utilizavam o vinho como um remédio para o corpo e alma. De facto,
estudos comprovaram que as propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos
presentes em produtos derivados da uva (essencialmente vinho tinto) sdo o principal
mecanismo de defesa contra o efeito negativo dos radicais livres envolvidas na
patogénese de inimeras doengas. Assim, foi demonstrado que o consumo diério e
moderado de vinho tinto, com a sua grande diversidade (cerca de 200) de polifendis
diferentes pode ajudar a prevenir doengas neurodegenerativas, cardiacas, vasculares
cerebrais e periféricas, alguns tipos de cancro, diabetes, colesterol, infecdes, etc. e ainda

melhora o sistema circulatério e o sistema digestivo (Viccari et al., 2009; Shahidi e
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Naczk, 2004). Alguns aspetos negativos de uma dieta rica em fendis tém também sido
referidos. Vérios estudos demonstraram que dietas com niveis elevados de taninos
levam a varios efeitos negativos em herbivoros e mamiferos, tais como o0 aumento do
risco de varios tipos de cancro, a reducdo da digestibilidade, danos na mucosa
gastrointestinal, no epitélio, no rim ou insuficiéncia hepatica, e a perda de azoto
(Shimada, 2006; Shahidi e Naczk, 2004; Robbins et al., 1987; Chung-MacCoubrey et
al., 1997; Shimada e Saitoh, 2003; Blytt et al., 1988; Fowler e Richards, 1965).

1.2. Compostos fendlicos nos vinhos

Os compostos fenolicos sdo de extrema importancia em enologia, pois estao
relacionados com a qualidade dos vinhos (Cabrita et al., 2003). Entre os frutos, o fruto
da videira (Vitis vinifera L.) é uma das maiores fontes destes compostos, principalmente
flavonoides (antocianinas e flavondis), estilbenos (resveratrol), acidos fendlicos
(derivados dos acidos cinamicos e benzénicos) e uma grande diversidade de taninos
(Francis, 2000; Viccari et al., 2009).

1.2.1. Caracteristicas funcionais, sensoriais e estruturais

Diversas funcBes importantes séo levadas a cabo pelos compostos fenélicos
no vinho (Fig.2). Em primeiro lugar, estes compostos provocam e alteram a
adstringéncia; em segundo lugar, sdo responsaveis pela cor; e por Gltimo sdo a chave na
preservacdo dos vinhos durante o seu envelhecimento. Assim, todas estas fungdes
tornam os polifendis os principais responsaveis pelas caracteristicas tdo variadas que

este produto pode apresentar.
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Figura 2 — Estrutura representativa de varios polifendis (A — Acido galico;
B — Estrutura bésica dos flavonodides; C — Flavona; D — Flavonol;
E — Flavan-3-ol (flavondides); F - Epigalocatequina galhato) (Bennick, 2002).

1.2.2. Compostos fendlicos ndo flavonoides - caracteristicas

Este tipo de fendis corresponde a substancias mais simples tais como 0s
acidos benzoicos, os &cidos hidroxicinamil tartarico e outros derivados fenolicos
importantes como os estilbenos, entre outros. Alguns destes compostos sdo produzidos
em situacdes de stresse (ex. ataque patogénico) como os estilbenos, e ainda apresentam
importantes propriedades antioxidantes. (Fig.3) Localizam-se normalmente nas células
do epicarpo e por isso existem em maior abundancia nos vinhos tintos (Viccari et al.,
2009).
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Figura 3 — Estrutura e nomenclatura dos principais acidos benzoicos (a) &cidos cindmicos (b) e estrutura

do transresveratrol (c) de Vitis vinifera (Viccari et al., 2009).

Incluem-se no grupo dos polifendis ndo-flavonoides os &cidos hidroxicinamil
tartaricos, acidos benzoicos, taninos hidrolisaveis, e os estilbenos. Nas secc¢des

seguintes sdo resumidas as caracteristicas de cada um deles:

e Acidos hidroxicinamil tartaricos

Os &cidos hidroxicinamicos séo os primeiros a sofrer oxidacéo pelas enzimas
oxidases que os alteram em quinonas levando ao escurecimento do vinho. Este
escurecimento € o efeito mais importante desempenhado por estes acidos na producéo
dos vinhos, revelando-se um problema na producéo de vinho branco. Existem sobretudo
na polpa do fruto e portanto estdo igualmente presentes nos sumos de uva e,

consequentemente nos vinhos (Waterhouse, 2002).

Os é&cidos desta classe mais comuns sdo os acidos cafeicos, os acidos p-
cumaricos e os acidos ferrulicos. Alguns estudos tém mostrado que o teor em acidos
hidroxicinamicos varia muito em funcdo da casta e apenas de forma quantitativa
(Cabrita et al.,2003; Romeyer et al., 1985; Di Stefano, 1996).

e Acidos benzoicos

Os é&cidos derivados do &cido benzoico sdo pouco abundantes em vinhos

novos. O &cido galico (ou galoil) forma-se partir da hidrolise de ésteres de taninos
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condensados e taninos hidrolisaveis (Waterhouse, 2002). Fazem parte da classe de

acidos benzoicos os acidos vanilico, siringico e salicilico (Di Stefano, 1996).

e Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis sédo oligomeros ligados na forma de ésteres de acido
galico ou acido elagico com glucose ou outros agucares. Este tipo de tanino néo existe
nas uvas mas pode surgir nos vinhos quando estes sdo armazenados e envelhecidos em

cascos de carvalho pois fazem parte da madeira (Cabrita et al.,2003).
e Estilbenos

Os estilbenos, tal como os acidos benzoicos, constituem outra classe menor
nos vinhos. O principal estilbeno presente nos vinhos € o resveratrol que é produzido
pelas vinhas em resposta a ataques de fungos. Existem varias formas de resveratrol
(isbmeros cis e trans) encontrados nos vinhos e a sua presencga tem sido associada a
varios efeitos benéficos na salide humana, nomeadamente reducéo de doencas cardiacas

e cancerosas (Waterhouse, 2002).

1.2.3. Compostos fenolicos flavonodides - caracteristicas

Os flavondides sdo definidos especificamente por possuirem um esqueleto
comum de 3 anéis (C6-C3-C6) com uma estrutura basica que consiste em dois anéis
aromaticos ligados por um anel de pirano (Cabrita et al., 2003). Estdo descritos mais de
4000 flavondides constituindo a maior e mais diversa familia de polifendis que se
distinguem segundo o grau de oxidacdo do anel pirano (Cabrita et al., 2003; Bennick,
2002). Os flavonobides possuem propriedades antioxidantes resultantes da captura de
radicais livres produzidos por varios fatores bidticos e abidticos, como sejam a radiacao
ultravioleta, insetos, fungos, virus e bactérias. A grande maioria dos compostos
fenolicos nos vinhos tintos séo os flavonoides extraidos do epicarpo e das sementes das

uvas durante os processos de maceracao e fermentacdo (Waterhouse, 2002).

Neste grupo encontram-se, entre outros, 0s taninos e as antocianinas, sendo 0s
taninos particularmente importantes na interagdo com outros organismos devido ao seu

efeito adstringente. No vinho, estes flavonoides sdo os principais compostos fendlicos
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envolvidos nos processos de oxidacdo que se traduzem por alteragdes de cor e pela

evolugéo da adstringéncia (Cabrita et al., 2003).

Neste grupo incluem-se, os flavanois (flavanois-3), os flavondis e as

antocianinas.
e Flavandis

Os flavanois séo a classe mais abundante de flavonoides nas uvas (epicarpo e
sementes) e nos vinhos. Muitas vezes chamados de flavandis-3, os niveis destes
compostos sdo muito afetados pelas técnicas usadas de extracdo e maceragdo
(Waterhouse, 2002).

Os compostos fendlicos mais importantes e os mais abundantes nos vinhos
tintos provém desta classe através da condensacdo dos monomeros de catequina com a
consequente formacdo de oligdbmeros (proantocianidinas) e polimeros (taninos
condensados). Relativamente aos taninos condensados, as suas unidades predominantes
sdo as epicatequinas das uvas e do vinho, seguidas das catequinas. Como referido
anteriormente, estes compostos provocam a adstringéncia dos vinhos que, com o
envelhecimento, vai sendo reduzida; isto é, ao longo dos anos ocorrem reacdes de
oxidacdo nos vinhos que levam a continuacdo da polimerizagdo dos taninos
condensados até que se tornam insollveis e formam precipitados (muito comuns em
vinhos tintos velhos). O resultado deste processo é uma reducdo dos teores em

compostos fenodlicos com o envelhecimento (Waterhouse, 2002).
e Flavonois

Presentes na pelicula (epicarpo) da uva, sdo sempre encontrados na forma de

glicosideos.
e Antocianinas

E bem conhecido que as antocianinas sd0 os compostos mais importantes no
que se refere a tonalidade dos vinhos e das uvas, pois sdo 0s principais pigmentos das
flores e dos frutos (Cabrita et al., 2003, Carvalho, 2007). Derivam das antocianidinas e

ocorrem em todos os tecidos das plantas superiores.
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Durante a maturacdo, através de diversas reagGes quimicas (oxidacao-
reducdo, adicdo e de complexacdo), ocorre a modificagdo estrutural das antocianinas
que se traduz na alteracdo da cor do vinho (Carvalho, 2007). S& compostos
praticamente inodoros e insipidos, contribuindo de forma moderada para a sensagdo de

adstringéncia (Andersen e Jordheim, 2010).

1.3. Taninos

Os taninos estdo largamente distribuidos nas vérias partes das plantas.
Divididos em taninos hidrolisaveis e taninos condensados (Fig. 4), estes compostos tém
a importante capacidade de interagir com as proteinas salivares e os polissacarideos
provocando a sensacdo de adstringéncia — perda do efeito de lubrificacdo da saliva
levando a um conjunto complexo de sensacOes gustativas (descrito posteriormente)
(Shimada, 2006; Cabrita et al., 2003). No entanto, essa complexidade parece resultar
num efeito protetor contra os taninos dietéticos através da precipitacdo das proteinas
induzida pelos taninos (Soares et al., 2011). De facto, 0s taninos sao 0s compostos
fenolicos mais polimerizados e apresentam uma grande afinidade com as proteinas
traduzindo-se num efeito antinutricional. Isto ocorre devido a capacidade dos taninos
inibirem enzimas envolvidas no metabolismo de varios compostos (carboidratos, lipidos
e proteinas) o que torna a sua absor¢do mais ardua (Carvalho, 2007). Os taninos sdo
assim considerados compostos com efeitos nocivos devido ao seu papel como
antimetabolitos. Assim, a sua complexacdo pelas proteinas salivares faz destas a
primeira linha de defesa contra os potenciais efeitos negativos dos taninos na dieta
(Carvalho, 2007).
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Figura 4 — Estrutura representativa dos taninos (A — Pentagaloilglucose; B — Estrutura basica dos taninos
condensados) (Bennick, 2002).
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1.3.1. Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis resultam da ligacdo de um acucar (geralmente
glucose) a um composto fenodlico, principalmente acido galico ou acido elagico. Este
tipo de taninos é abundante nas dicotiledoneas como o castanheiro e o carvalho que sdo
utilizados como fonte industriais de tanino e utilizadas com frequéncia para fazer os
cascos onde os vinhos sdo normalmente envelhecidos (Carvalho, 2007). Como 0 nome
indica, estes taninos sdo facilmente hidrolisaveis em condi¢6es acidas ou basicas, bem

como por enzimas esterases (Bennick, 2002; Shimada, 2006).

1.3.2. Taninos condensados

Em contraste, o0s taninos condensados, sdo também chamados de
proantocianidinas porque produzem antocianidinas quando sofrem despolimerizacdo em
condicdes oxidativas. Estes compostos sdo oligobmeros e polimeros de flavonoides
(flavan-3-ol) com ligagdes simples C-C, sollveis em &gua e muito comuns em
alimentos derivados de plantas (Bennick, 2002; Shimada, 2006). Os taninos
condensados provenientes das uvas, como referido anteriormente, sdo polimeros de
epicatequinas e catequinas unidas formando uma cadeia (Kennedy, 2008). Neste caso,
0s taninos podem possuir varia¢fes no tipo de unidade basica assim como no tamanho
do polimero (Kennedy, 2008). Estes compostos estdo presentes em grandes quantidades
no epicarpo e nas sementes mas estes taninos séo diferentes nos dois tecidos (Kennedy,
2008).
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1.4. InteracOes Proteinas-Taninos: Tipo de interacdo e

modelos de agregacao proteina-tanino

A interagdo que ocorre entre 0s taninos e as proteinas é muito importante,
sendo considerada a base da sensacéo de adstringéncia (Fig. 5). Com base na literatura,
¢ aceite que a adstringéncia € induzida pelos taninos através da precipitacdo das
proteinas, provocando a perda do efeito de lubrificacdo da saliva, sendo definida como
um conjunto complexo de sensagBes gustativas como a secura da superficie oral e

sensacOes de enrugamento (Bennick, 2002).

... protein binding site - POlyphenol
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Figura 5 — Representacdo esquematica geral das etapas de interacéo e precipitacdo entre os polifenois e

as proteinas (Monteleone et al., 2004).

A formacdo de complexos soltveis polifenol-proteina capaz de modular a
viscosidade salivar, tem sido estudada e proposta como um fator que afeta a percegéo
sensorial, nomeadamente a adstringéncia (Monteleone, 2004; Clifford, 1997). Vaérios
estudos procuraram mimetizar esta reacdo de interacdo polifenol-proteina que ocorre na
cavidade oral produzindo respostas fisico-quimicas (Monteleone, 2004). Neste sentido,
a reatividade dos polifendis com varias proteinas in vitro foi muito usada (Monteleone,
2004; Bacon e Rhodes, 1998; de Freitas e Mateus, 2001; Edelman e Lendl, 2002; Sarni-
Manchado et al., 1999). As proteinas e polifendis combinam-se formando complexos
soluveis até possuirem um tamanho tal que ird levar a precipitagdo do complexo e
consequente percecdo da sensacdo de adstringéncia (Monteleone, 2004; Charlton et al.,
2002; Papadopoulou e Frazier, 2004). A formacdo destes complexos insoluveis
precipitados € geralmente reversivel. No entanto, outros processos como reacdes de
oxidacdo, adicdo de iGes metélicos, ou alteragdes de pH podem levar a irreversibilidade
da sedimentacgéo (Luck et al., 1994; Bennick, 2002).
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Varios autores tém mostrado que a medicéo da turbidez € uma técnica muito
sensivel e simples para medir a reatividade da proteina-polifenol a fim de determinar em
que medida as unidades dos compostos fenolicos sdo capazes de interagir tanto com
uma proteina modelo ou com proteinas salivares humanas (Monteleone, 2004; Horne et
al., 2002; Kallithraka et al., 1998; Kallithraka et al., 2001; Siebert, 1999).

As maiores afinidades observadas pelos taninos foram com proteinas,
polipéptidos, e polimeros com elevado teor em prolina. Geralmente estas proteinas séo
de grande tamanho e ndo apresentam estrutura secundéria ou terciéria (Bennick, 2002).
Para além das proteinas salivares, € sabido que os polifendis também precipitam
proteinas dietéticas e enzimas digestivas influenciando os efeitos fisioldgicos e
biolégicos dos compostos fendlicos, dependendo da sua concentragdo e estrutura
(Papadopoulou e Frazier, 2004). Esta variabilidade de afinidade entre proteinas e

taninos possui consequéncias bioldgicas importantes (Bennick, 2002).

A natureza da interacdo tanino-proteina tem sido largamente estudada
existindo evidéncias que ela pode ocorrer via ligacdo covalente ou ionica, interacdo
hidrofobica ou ainda através de ligagdes de hidrogénio (Bennick, 2002; Haslam et al.,
1991; Hagerman e Butler 1978; Oh et al., 1980; Hagerman et al., 1998; Murray et al.,
1994). Desta maneira varios estudos apontam que diferentes mecanismos, envolvendo
estes tipos de interacdes, podem ser responsaveis pela ocorréncia da precipitacdo dos
taninos condensados e hidrolisaveis (Bennick, 2002). Este fendbmeno poderd estar
relacionado em grande parte com a grande quantidade de prolina presente nas proteinas
com afinidade pelos taninos. Pois, este aminoacido apresenta forte tendéncia de ligacéo
ao hidrogénio que pode levar a formac6es de interacdes hidrofébicas secundarias (Fig.
6) (Hagerman et al, 1998; Bennick, 2002).

15



a o
Il

V\/\c/\/\/\

H\

— N C\ /

Fontes de 0

hidrogénio —" praling

OH Ho
H o o ©
palifenal
H Ln}

V”‘N/\ o\/\/\

CH

Int=rac S0
hidrofobica

Figura 6 — Modelo representativo de possiveis interaces proteinas-polifendis (Asano et al., 1982).

1.4.1. Adstringéncia

Embora dificil de definir, a adstringéncia ndo € um sabor mas uma sensacao
tactil resultante da interacdo de proteinas salivares com substancias adstringentes
traduzindo-se na precipitacdo de complexos substancia-proteina. No caso dos vinhos,
especialmente em vinhos tintos, a adstringéncia é provocada pela interacdo dos taninos

(composto adstringente) com as proteinas salivares ricas em prolina (PRP).

A sociedade americana ASTM (The American Society for Testing and
Materials) descreve a sensacdo de adstringéncia como “sensagdes complexas explicadas
por contracBes, friccdo ou enrugamento do epitélio como resultado da exposicdo a
substancias como alimen ou taninos” (2004). Na esmagadora maioria das publica¢des
dedicadas a este assunto, os termos normalmente utilizados pelos autores para definir e
explicar a percecdo sensorial de adstringéncia sdo as sensacOes de secura (falta de
lubrificagcdo), enrugamento/constricdo (sensacdo de contracdo dos tecidos na boca,
labios e interior das bochechas), e aspereza/rugosidade do epitélio (Lee et al., 1991;
Lawless et al., 1994; Gawel, 1998; Simon et al., 1992; Ishikawa e Noble, 1995; Jobstl et
al., 2004; Breslin et al., 1993; Lyman e Green, 1990; Bate-Smith, 1954). A exposicéo

continuada a substancias adstringentes leva a uma sensagdo mais prolongada e cada vez

16



mais pronunciada (Clifford, 1997). Assim, normalmente a adstringéncia ndo ¢ apreciada
de forma positiva levando a uma certa rejeicdo dos produtos que a provocam. No
entanto, tem-se verificado uma certa habituacdo dos consumidores a esta percegédo

sensorial.

A adstringéncia desempenha um papel muito importante na experiéncia
sensorial de uma grande variedade de alimentos e bebidas incluindo frutos (imaturos),
chocolate, chd, vinho e cerveja. Na tabela 2 encontra-se a listagem de alguns alimentos
e/ou bebidas adstringentes contendo taninos (Gawel, 1998; Pickering e Bajec, 2008).

Os compostos adstringentes sdo definidos como aqueles que possuem a
capacidade de interagir e precipitar as proteinas. Para além dos polifendis, existem mais
trés grupos de compostos adstringentes: sais de aluminio, agentes desidratantes (etanol e
acetona) e acidos organicos e minerais (Joslyn e Goldstein, 1964; Lawless et al., 1994).
E geralmente aceite que quanto maior for o grau de polimerizacéo e peso molecular dos
compostos adstringentes maior serd a sua capacidade de precipitar proteinas e sua
intensidade (Bate-Smith, 1973; Arnold et al., 1980; Peleg et al., 1999). Os polifenois
adstringentes possuem um peso molecular entre os 500 e 3000 Da (Bakker, 1998;
Lesschaeve e Noble, 2005).

No entanto, como ja referido, tem sido demonstrado que a intensidade da
adstringéncia diminui com o aumento da polimerizagdo dos polifendis ao longo do
amadurecimento dos frutos e o envelhecimento dos vinhos. Para explicar esta
contradicdo, Ozawa et al. (1987), sugeriram que esta diminuicdo da intensidade
adstringente ndo é devida a uma alteragdo nos polifendis, mas sim a uma alteracdo
noutras moléculas (e.g. pectina) que inibe a interacdo dos polifendis com as proteinas

salivares.
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Tabela 2 — Exemplos de alguns alimentos e/ou bebidas adstringentes contendo taninos (Pickering e

Bajec, 2008).

Proanthocyanidins (Condensed tannins)

Common name

Species name

Galloyl and hexahydroxydiphenoyl esters (Hydrolysable tannins)

Commen name

Species name

Apple

Persimmon

Grape

Strawberry

Blackberry, Dewberry, Raspberry

Plum, Cherry

Bilberry, Cranberry

Gooseberry, Black and red
currant

Quince

Cocoa bean

Kola nut

Pear

Hawthom

Rose hip

Chinese gooseberry
Yam

Sorghum

Barley

Sainfoin
Herbaceous legumes

Heather

Wattle

Rhubarb

Polygonum multiflorum root
Myricaceae bark

Malus sp.
Diospyros kaki
Vinus vinifera
Fragaria sp.
Rubus sp.

Prinus sp.
Vaccinium sp.
Ribes sp.

Cydonia sp., Chaenomeles
chinensis

Theabroma cacao

Cola acuminata

Pyrus sp.

Crataegus sp.

Rosa sp.

Actinidia chinensis

Dioscorea alata

Sorghum sp.

Hordewm vulgare

Onobrychis viceifolia

Lotus sp., Trifolium sp.
Coromilla varia, Lespedeza
cuneata, Lathyrus pratense

Calluna vulgaris

Acacia sp.

Rhei rhizoma

Polygonum multflorum

Myrica rubra

Blackberry, Dewberry, Raspberry
Walnut

Strawberry

Carob pods

Rose hip flower

Pomegranate

Acorn

Tea

Uva-ursi

Pagony root

Geranium root — geranii Herba
Smoke-tree

Cloves-flower buds
Witch hazel
Kinimizuhiki
Ohebi-ichigo
Kibushi-leaves & fruit
Rhubarb

Casuarina

Sweet gum leaves
Pistacio

Guava

Nuphanis rhizoma
Bergenia leaves & roots

Acacia leaves
Myricaceae bark
Persimmon
Myricaceae bark

Rubus sp.

Juglans sp.

Fragaria sp.

Ceratonia siligua

Rosa sp.

Punica granarum
Quercus sp.

Camellia sinensis
Arctostaphylos uva ursi
Paczomia sp.

Creranium sp.
Cotinus coggyria

Eugenia caryophyllata
Hamamelis sp.
Agrimonia japanica
Potentilla kleiniana
Stachyrus praecox
Rhei rhizoma
Casuarina stricta
Liquidambar sp.
Pistacia vera, P. chinensis
Psidium guava
Nuphar japonicum
Bergenia crassifolia, B.
cordifolia, B.
PUTPUrasCens
Acacia milotica
Myrica rubra
Diospyros kaki
Myrica rubra

O mecanismo exato da adstringéncia ainda nao esta bem compreendido, mas

é sabido que varios fatores contribuem para este processo. De facto, a adstringéncia

parece estar diretamente associada com o teor em antocianinas e proantocianidinas
(Arnold e Noble, 1978; Noble, 1990; Gawel, 1998; Vidal et al., 2003; Del Llaudy et al.

7

2008). Nos vinhos, a composicdo em compostos fendlicos é uma das principais

determinantes da sua qualidade (Del Llaudy et al. 2008). De facto, os vinhos tintos

considerados de elevada qualidade possuem um nivel

adstringéncia (Gawel, 1998).

muito equilibrado de

Gawel (1998) desenvolveu uma roda das sensagdes orais para auxiliar a

identificacdo da ampla gama de sensacOes desencadeadas pelo vinho tinto (Fig.7).

Nesta, sdo listados 33 termos diferentes usados para definir a adstringéncia.
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Figura 7 — Roda das sensacdes orais (Gawel, 2000; Pickering e Bajec, 2008).

A resposta fisiolégica dos individuos durante a degustacdo do vinho ira
influenciar o modo como percecionam a sensacao de adstringéncia, pois a taxa de fluxo
salivar, viscosidade e composigdo proteica variam entre as pessoas (MCRae e Kenndy,
2011).

1.4.1.1. Proteinas salivares

A saliva é uma mistura de secre¢des de fluidos provenientes das glandulas
salivares maior (parétida, submandibular e sublingual; (Fig.8) e menor, do sulco
gengival, existindo ainda bactérias e alguns detritos celulares (Soares et al., 2011;
Yamada et al., 2009). Estes diferentes tipos de glandulas diferem consideravelmente

tanto no contetdo das secrecbes como no modo como sdo afetadas e estimuladas.
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Fatores como a dieta, altura do dia, idade, género, doencas e ainda agentes

farmacoldgicos podem condicionar a atividade destas glandulas (Soares et al., 2011).

Glandula parétida

Palato
Lingua ____ Glandula sublingual

Glandula submandibular

Figura 8 — Esquema representativo da localizacdo

das glandulas maioritarias (Carvalho, 2007).

De modo geral, a saliva é constituida por varias proteinas, eletrolitos e
compostos organicos de baixo peso molecular (Soares et al., 2011). As proteinas
salivares encontram-se em grande abundancia variando consideravelmente entre
individuos na sua composicdo (Jenzano et al., 1986; Lu e Bennick, 1998; Asikyan,
2005). Estudos recentes de protedmica, identificaram 437 proteinas salivares (Xie et al.,
2005). Todas estas proteinas possuem uma variedade de funcGes a nivel fisiolégico
relacionadas com o armazenamento ionico, acdo lubrificante e de tamponizacdo e
processos digestivos. Sdo também importantes como agentes protetores desempenhando
uma importante atividade antimicrobiana na agregacdo de microrganismos e na protecao
da superficie dentaria. No entanto, apenas algumas destas proteinas salivares estdo
envolvidas na sensacdo de adstringéncia como as proteinas ricas em prolina (PRPS), as
histatinas (HRPs), entre outras (Lu e Bennick, 1998; Yann e Bennick, 1995; Gambuti et
al., 2006; Condelli et al., 2005; de Freitas e Mateus, 2001). Algumas destas proteinas
sdo moléculas muito importantes de baixo peso molecular presentes no fluido salivar
que muitos autores denominam de péptidos salivares e estdo agrupadas quanto a sua
estrutura em 6 grupos (Soares et al., 2011): 1) histatinas, 2) PRPs proteinas ricas em
prolina basicas (bPRPs), 3) PRPs acidicas (aPRPs), 4) PRPs glicosiladas (gPRPSs), 5)

estaterinas e 6) cistatinas.
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Figura 9 — Percentagem de reducdo da concentracdo de proteina livre
para cada familia de proteinas salivares (interagdo com taninos
condensados extraidos (GSF)) (Soares et al., 2011).

Numa abordagem protedmica, estudos realizados por Soares et al. (2011)
tiveram como objetivo identificar o grau de afinidade de cada uma das proteinas acima
referidas com polifendis alimentares (uvas), nomeadamente os taninos (Fig.9). Os
resultados mostraram que a classe das aPRPs e as estaterinas interagem de forma muito
rapida e efetiva com os taninos relativamente as restantes classes. No entanto, as gPRPs
apenas apresentam uma interacdo significativa quando os taninos se encontram em
concentragdes elevadas, ao contrario das bPRPs cuja interacdo é relativamente reduzida.
Deste modo, no trabalho que se pretende realizar, dar-se-a énfase a estas proteinas com
um destaque especial as PRPs visto que a sua interacdo com 0s taninos € bastante

significativa.
Estaterinas

As estaterinas sdo codificadas pelo gene STATH (isoformas: o e P)
(www.nchi.nlm.nih.gov) e sdo produzidas e libertadas pelas células acinares da glandula
salivar parétida (Soares et al., 2011). Além da interagdo com os taninos, esta proteina
desempenha vérias outras funcdes protetoras na cavidade oral tendo a particularidade de
inibir a precipitacdo ou cristalizacdo do fosfato de calcio mantendo o seu equilibrio de
concentracdo na saliva supersaturada (Fabian et al., 2012). Para além disso, protege a

superficie oral da formacéo de pelicula, apresenta atividade antibacteriana e antifungica
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(Fébian et al.,, 2012) e também atua como lubrificante da superficie dentaria
(Ramasubbu et al., 1993).

1.4.1.2. Proteinas Ricas em Prolina (PRPS)

As PRPs salivares sdo uma familia polipeptidica que representa a maior
fracdo das proteinas salivares totais (cerca de 70%) e a principal secretada pelas
glandulas pardtida e submandibular (Messana, 2004; Carvalho, 2007; Pickering e Bajec,
2008). O aparecimento de tais quantidades destas proteinas na saliva sugere funcgdes
bioloégicas na cavidade oral ou no trato gastrointestinal (Carvalho, 2007). Além dos
humanos, elas estdo também presentes na saliva e glandulas salivares de macacos, ratos,

ratinhos, hamsteres, coelhos, porcos e de veado (Bennick, 2002).

Como o nome sugere, o teor em prolina das PRPs é bastante elevado,
geralmente acima dos 20% do teor total de aminoacidos (em humanos ~ 40%)
(Shimada, 2006). Estas proteinas apresentam também um grande teor de residuos de
glicina, glutamina e glutamato. Estes aminoacidos, especialmente a prolina, previnem as
proteinas de formar estruturas secundéarias permitindo a ligacdo das PRPs a uma vasta

gama de taninos com varias formas e tamanhos.

Mais de 20 PRPs estdo presentes na saliva humana e, como ja foi referido,
sdo as mais vulgarmente estudadas em andlises de adstringéncia na medida em que
interagem com os polifendis precipitando-os (Hagerman, e Butler, 1981). Esta familia
de proteinas divide-se em 3 classes: aPRPs, bPRPs e gPRPs, conforme referido
anteriormente (Bennick, 2002; Messana, 2004; Shimada, 2006; Soares et al., 2011;
MCRae e Kennedy, 2011). Sdo conhecidas 11 isoformas de bPRPs (I1B1, 1B4, I1B5, 1B6,
IB7, 1B8a, 1B, IB8c, IBY, II-1 e 11-2), uma gPRP (gPRP) e 5 aPRPs (PRP-1, PRP-2,
PIF-s, Pa e Db-s) (Bennick, 2002; Soares et al., 2011; Inzitari et al., 2005). Todos estes
membros da familia das aPRPs representam aproximadamente 30% do total das PRPs e,
estruturalmente, possuem duas regides principais: o nucleo da regido C-terminal, que
compreende entre 70-80% da molécula, e a regido N-terminal muito acida (Shimada,
2006; MCRae e Kennedy, 2011). A nivel estrutural, a regido C-terminal das bPRPs é
equivalente a das aPRPs. No entanto, a regido N-terminal das aPRPs tem baixos niveis

de prolina e, assim, o teor deste aminoacido da proteina é mais elevado em bPRPs do
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que em aPRPs (Shimada, 2006). Alguns estudos indicaram que, nos seres humanos, as
bPRPS perfazem cerca de 23% da concentracéo total de PRPs na saliva e s&o libertadas
apenas pelas glandulas pardtidas enquanto as aPRPs séo secretadas por qualquer uma
das glandulas salivares, incluindo as da parotida, submandibular e sublingual (Shimada,
2006; MCRae e Kennedy, 2011). Por fim, as gPRPs, sdo as menos abundantes
incorporando apenas 17% das PRPs sendo responsaveis pela lubrificacdo e atividade
antibacteriana (Shimada, 2006).

1.4.1.3. Interacdo taninos e PRPs

No sentido de perceber melhor a interacdo entre polifendis e proteinas
salivares, resultando na sensacdo de adstringéncia, Jobstl et al. (2004) desenvolveu um
modelo com os 3 diferentes estagios de interacdo e precipitacdo dos complexos
polifenol-PRP (Fig.10). Numa primeira fase, as PRPs ligam-se aos taninos na cavidade
oral. De seguida, a acdo dos polifendis leva a agregacao de proteinas até formar grandes
complexos (32 fase) e ocorrer assim precipitacdo. Esta elevada afinidade permite aos
taninos ligarem-se preferencialmente as PRPs mesmo na presenca de quantidades
excessivas de outras proteinas (enzimas ou proteinas das membranas epiteliais e das
mucosas) de afinidade mais reduzida. Deste modo, a funcdo das PRPs é de grande
importancia na medida em que previne a ligacdo dos taninos a estas proteinas
secundarias impedindo a sua degradacdo em compostos fenolicos nocivos. As PRPs sdo
ainda capazes de formar complexos estaveis com os taninos presentes na cavidade oral e
no trato gastrointestinal, sendo a maior parte dos complexos excretados nas fezes
(Carvalho, 2007).

“F o ' e & F
AR = o G =
Proteina 1% fase: 2% fase: 3% fase:
{conformagdo Compactagho da Agregagio de Agregagio de miltiplas
em “rnovefo proteina apbs proteinas por proteinas para formar
aloaténe”™) ligagdoa asilo doa somplaxas grandas
polifendis polifendis

Figura 10 — Modelo em 3 fases da ligacdo PRPs com os polifenois (J6bstl et al., 2004)
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As PRPs apresentam maior afinidade pelos taninos condensados do que pelos
taninos hidrolisaveis. A sua afinidade € também maior por polimeros do que por
mondmeros (Yokotsuka e Singleton, 1995; Baxter et al., 1997). Tem sido também
referido que as PRPs de maior tamanho demonstram maior afinidade para os taninos do
que as PRPs de tamanho reduzido (Hagerman e Butler,1981; Charlton et al., 2002). A
grande afinidade dos taninos com elevado tamanho e polimerizagdo, tem sido atribuida
a natureza multidentada dos polifendis que permite que um anico polifenol interaja com
uma serie de residuos da proteina (Jobstl et al., 2004; Baxter et al., 1997; Charlton et
al., 2002). No caso dos taninos hidrolisaveis, o grau de afinidade com as PRPs esta
diretamente relacionado com a percentagem de ésteres do acido gélico, quanto maior for
a percentagem destes ésteres maior € a sua afinidade para ligagdo as proteinas (Baxter et
al., 1997; Charlton et al., 2002; Kawamoto et al., 1995).

Vérias investigacbes foram desenvolvidas com o objetivo de estudar a
estabilidade dos complexos proteina-tanino. Estes complexos tém sido descritos como
soltveis e insoluveis, dependendo das condi¢cbes ambientais da reacdo (pH, quantidade
de proteina, etc.) (Hagerman e Robbins, 1987; Kawamoto e Nakatsubo, 1997).

No estudo ja mencionado de Soares et al. (2011), foi possivel observar que as
familias de proteinas salivares que interagem com maior afinidade séo as estaterinas e
as aPRPs enquanto as bPRPs e as gPRPs interagem de modo dependente da
concentracdo dos taninos. Para concentracdes mais baixas de taninos a familia de PRPs
que interage menos sdo as gPRPs. No entanto, quanto maior for essa concentracéo,
maior € a interacdo. Deste modo, concluiu-se que a concentragcdes mais altas de taninos,
as bPRPs apresentavam a mais baixa interacdo em relacdo as outras duas familias.
Nesse mesmo estudo verificou-se que o aumento da concentracdo destes polifendis
(provenientes de uva) também aumentava a quantidade de proteinas salivares presentes
no respetivo precipitado. Todas estas observacdes parecem indicar que estaterina e,
especialmente as aPRPs, possuem uma elevada afinidade na formacdo de complexos
com o0s taninos condensados em comparagdo com as outras proteinas salivares, num

ensaio competitivo, a pH 5,0.

Normalmente, as PRPs tém estruturas abertas aleatoriamente enroladas que
vao permitir a exposicao de grupos carbonilo para a ligacdo de hidrogénio e também a

exposicdo dos residuos de prolina que atuam como locais de ligagdo para os taninos
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(interacdo hidrofobica da porcdo aromatica do tanino com a prolina).
Consequentemente, os residuos de prolina, expostos e acessiveis, podem promover a
interacdo hidrofébica com os taninos. Também a presenca de um ndmero importante de
grupos carboxilo no N-terminal dos residuos &cido aspartico e glutdmico, pode
contribuir de forma importante para reforcar a interacdo com taninos através de ligacoes

de hidrogénio.

Em contraste com estes autores, Lu e Bennick (1998) quantificaram o0s
taninos condensados (extraido de quebracho) precipitados por bPRPs, aPRPs e gPRPs a
pH 7,4. Deste modo, a interacdo com taninos por parte das bPRPs era de longe a mais

eficaz quando comparada com as outras PRPs.

As diferencas entre os resultados obtidos por Lu e Bennick (1998) e Soares et
al. (2011) podem, de alguma maneira, refletir as diferencas nos taninos analisados.
Além disso, o pH usado por Lu e Bennick (pH 7,4) é substancialmente diferente, o que
provavelmente afeta de forma diferente esta interacdo pelas raz6es acima mencionadas
(Soares et al., 2011). Deste modo, € claro que em relacdo ao objetivo deste trabalho é de

maior interesse os resultados obtidos através da utilizacao de taninos extraidos da uva.

1.4.1.4.As PRPs como primeira linha de defesa contra taninos

dietéticos

A ingestdo de grandes quantidades de taninos ou usados como tratamento
para queimaduras e como adjuvantes, em humanos, podem causar carcinomas,

hepatotoxicidade, e outros problemas patolégicos e/ou tdxicos (Carlson, 1993).

Em herbivoros, a ingestdo de taninos € conhecida como uma substancia
bastante toxica provocando uma série de problemas gastrointestinais, bem como
insuficiéncia renal e hepatica, entre outros (Shimada, 2006). Para contornar estes
problemas, os animais podem utilizar dois tipos de medidas preventivas: defesa de pré-
ingestdo e/ou pods-ingestdo contra os taninos dietéticos (Shimada, 2006). A primeira
consiste simplesmente em evitar alimentos contendo taninos. A segunda contramedida,
utilizada por mamiferos e herbivoros, inclui varias acbes como a secregdo de proteinas

salivares que interagem com o0s taninos, aumentar a producdo de muco intestinal,
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promover a degradacdo de taninos através dos microrganismos presentes na flora
intestinal, ativacdo de enzimas desintoxicantes, e aumentar a capacidade da
permeabilidade a glicoproteinas (Shimada, 2006; McArthur et al., 1991; Dearing et al.,
2005).

Por estas razdes, varios estudos sugerem que a elevada afinidade de interacao
permite as PRPs atuar como uma primeira linha de defesa contra os taninos (Shimada,
2006). Também foi demonstrado que, na maioria das espécies, a produgdo das PRPs é
induzida pelos taninos e por 3-agonistas. Em contraste, nos humanos, a sintese de PRPs
¢ continua e em niveis elevados (Shimada, 2006). Estes resultados sugerem que a
sintese destas proteinas estd efetivamente ligada a uma funcdo de defesa contra estes
polifendis. Um aspeto também interessante foi a constatacdo que algumas modificacGes
destas proteinas, tais como a glicosilacdo, podem reduzir a afinidade aos taninos
(Shimada, 2006).

1.4.1.5. Fatores que influenciam a adstringéncia

Como ja referido anteriormente, a intensidade da adstringéncia vinica pode
ser alterada por uma série de fatores fisicos e quimicos: pH, sensa¢des gustativas, fluxo
salivar, tamanho, estrutura, solubilidade e concentracdo em polifendis, forca idnica,
hidrofobicidade e glicolisacdo das proteinas interactuantes, temperatura, competicdo

com antagonistas eficazes, etc.

Vaérias investigacbes foram desenvolvidas no sentido de elucidar as
consequéncias destes fatores na percecdo da adstringéncia. Os quatro fatores
considerados mais importantes e ativos na alteracdo de tal sensacdo nos vinhos séo

abordados em seguida.

pH — Os &cidos orgénicos e inorganicos sdo, sO por si, compostos
adstringentes (Gawel, 1998; Rubico e McDaniel, 1992; Hartwig e McDaniel,1995;
Sowalski e Noble, 1998; Corrigan e Lawless, 1995) exibindo perfis de adstringéncia
diferentes e complexos (Lee e Lawless, 1991). No entanto, o pH afeta a percecéo da
intensidade da adstringéncia. Yokotsuka na Singleton (1987, 1995) verificaram que o
pH elevado causa uma precipitacdo mais completa dos taninos provenientes da semente

da uva pelas PRPs. Os complexos precipitados podem voltar a solubilizar quando
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submetidos a um ambiente de pH de 2.5-4.0 (semelhante ao do vinho) (Jones e Mangan
1977). Estes resultados parecem indicar que adstringéncia percecionada diminui a
medida que o pH diminui. No entanto, o aumento da concentragdo de complexos
sollveis, que ocorrem a pH baixo, pode diminuir a capacidade de lubrificacdo de saliva,

resultando num aumento da adstringéncia (Gawel, 1998).

Sensac0es gustativas — As quatro qualidades gustativas aceites: doce, azedo,
amargo e salgado; tém demonstrado interagir e influenciar a percegéo de adstringéncia
tanto fisico como psicologicamente (Pickering e Bajec, 2008). Varios estudos
concluiram que quase todos os compostos adstringentes também sdo amargos
salientando as semelhancas entres estas duas sensacdes (Lea e Arnold, 1978; Ishikawa e
Noble, 1995; Peleg et al., 1999). Também, Lyman e Green (1990) e, mais tarde Smith et
al. (1996), demonstraram que para 0 mesmo nivel de dogura, a sacarose consegue
praticamente erradicar a adstringéncia de forma muito mais eficaz do que o aspartame.
Uma possivel explicacdo é que as solucbes de sacarose sdo mais viscosas do que
solugdes igualmente doces de aspartame. Estes resultados d&o forte indicacdo de que o
aumento da viscosidade de substancias presentes no vinho, como o glicerol, pode
reduzir a percecdo da sua adstringéncia. Também o etanol e os polissacarideos podem
moderar a perce¢do da adstringéncia através do aumento da viscosidade (Van der
Reijden et al. 1996).

Fluxo salivar — Foi demonstrado que o fluxo salivar de um individuo pode
afetar a percecdo da adstringéncia dos vinhos. Fischer et al. (1994) usaram vinho
enriquecido em taninos e verificaram que individuos de alto e médio fluxo salivar
percecionavam mais cedo a adstringéncia, com duracdo mais curta e menor intensidade,
do que os individuos com baixo fluxo salivar. Mais estudos realizados por Ishikawa e
Noble (1995) e Horne et al. (2002) confirmam estes resultados. Outros relatam néo se
verificar diferencgas (Sowalsky e Noble, 1998) e/ou factos contraditorios na medida em
gue observaram maior intensidade de adstringéncia em individuos com elevado fluxo
salivar (Peleg et al., 1999).

Tamanho, estrutura, solubilidade e concentracao em polifendis — Como ja
vimos ao longo deste capitulo, o tamanho e a estrutura dos polifendis sdo fatores diretos
na influéncia da percecao da adstringéncia (ver Interacdo taninos e PRPs -1.4.1.3). Mas

também a solubilidade e concentracdo destes compostos em agua provou afetar a sua
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associacdo com as proteinas. Em termos gerais, a solubilidade mais baixa favorece a
formacéo destes complexos levando & maior intensidade da adstringéncia (Spencer et al.
1988). Presumivelmente, a hidratacdo relativamente fraca poderd apresentar uma
entalpia de ligacdo mais favoravel, devido a um menor numero de ligacdes de
hidrogénio que necessitam ser quebrados antes da interacdo (Gawel, 1998). Os

complexos tanino-proteina ja formados, por sua vez podem ser sollveis ou insolaveis.

1.5. Genes PRPs

As PRPs, nas glandulas salivares de mamiferos, sdo codificadas por uma
familia constituida por 6 genes, localizados no cromossoma 12, cujos membros
divergiram em relacdo a estrutura e regulacdo da sua expressdo. Assim, como ja foi
indicado, 70% das proteinas salivares pertencem a esta familia Gnica e multigénica de

proteinas ricas em prolina (Bennick, 2002).

1.5.1. Estrutura e caracteristicas dos genes PRP

Todas as proteinas provenientes dos genes PRPs sdo caracterizadas por 4
regides principais: péptido sinal, regido de transicao, regido de repeticdo e a regido C-
terminal (Fig.11).

A origem evolutiva comum dos genes PRP pode ser evidenciada a partir das
extensas regides conservadas 5' ndo traduzidas, das sequéncias de codificacdo e da
organizacdo exdo/intrdo. Na literatura, em varios estudos, é descrito que as diferentes
classes de PRPs sdo codificadas pelos seguintes 6 genes divididos em duas subfamilias
e que abrangem cerca de 700 kbp de DNA no cromossoma 12p13.2 (Carlson, 1993;
Azen, 1993): Subfamilia Haelll: PRH1, PRH2 e subfamilia BstNI: PRB1, PRB2, PRB3
e PRB4. Recentemente, alguns autores propuseram um mapa fisico da familia
multigénica salivar de PRP humano e a ordem dos seis loci proposta foi: 5’ PRB2,
PRB1, PRB4, PRH2, PRB3 e PRH1 3’ (Carlson, 1993; Kim et al., 1993).
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Figura 11 — Sequéncia de aminodcidos da glicoproteina rica em prolina GP66sm

codificada pelo gene MP2 de PRP de rato (Carlson, 1993).

Como se sabe, a complexidade ao nivel das proteinas no sistema das PRP

surge porque cada gene pode sintetizar mais do que uma proteina. Isto pode surgir

devido a varios fatores. Em primeiro lugar, cada produto de gene pode gerar multiplos

PRPs por clivagens pos-traducionais. Além disso, em pelo menos um dos genes, 0

splicing alternativo resulta em transcricbes multiplas de diferentes comprimentos.

Finalmente crossing-overs desiguais dentro das sequéncias repetitivas em tandem no

terceiro exao originam alelos multiplos em cinco dos seis loci de PRP (Kim et al.,

1993). Estes rearranjos sdo mais frequentes em genes da subfamilia BstNI do que nos

tipo Haelll (possivelmente devido a um maior numero de repeti¢des em tandem no exdo

3 em BstNI) e foram identificadas em todos os genes de PRP com a exce¢do do gene
PRH2 (Azen, 1993).

1.5.2. Genes PRH1 e PRH2

Varios estudos referem que os genes das PRPs sdo semelhantes em estrutura.

No caso das PRPs acidicas sdo expressas pelos dois loci PRH1 e PRH2 e formam a

subfamilia de tipo Haelll na qual os locais para a enzima de restricdo Haelll ocorrem
repetidamente (Fig.12) (Kim et al., 1993).
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Figura 12 — Mapa de restricdo dos genes PRH1 e PRH2 (Kim e Maeda, 1986).

O locus PRH1 é responsavel pela sintese das isoformas PIF-s, Pa e Db
enquanto o locus PRH2 origina as isoformas PRP-1 e PRP-2 (Inzitari et al., 2005).
PRH1 e PRH2 sé&o altamente semelhantes e as sequéncias do terceiro exao diferem em
apenas 0,2% (Carlson, 1993). Assim, Kim e Maeda (1986) verificaram que 0s primeiros
trés exBes de ambos os genes tém igual comprimento, e 0 quarto exdo apenas difere
ligeiramente. A grande diferenca entre os dois genes sdo os intrdes sendo todos
significativamente diferentes. Seguindo os resultados destes autores, os exdes dos dois
genes que codificam para as PRPs &cidas estdo abaixo descritos:

Exdo 1: 64 pb de comprimento; codifica a sequéncia de sinal secretora e 0s

cinco primeiros residuos N-terminal das aPRP.

Exdo 2: localizado aproximadamente 1 kbp a jusante do exdo 1, contém

apenas 36 pb e codifica os préximos 12 residuos da regido N-terminal das proteinas.

Ex&o 3: localizado aproximadamente a 360 pb a jusante do ex&o 2, codifica a
principal regido repetida das duas proteinas em que as repeticdes de tipo Haelll ocorrem
em tandem cinco vezes. Estas regifes repetidas ndo sdo interrompidas pelos intrdes. O

c6dao de terminacdo TAA também ocorre no exao 3.

Exon 4: situada depois de uma longa sequéncia de intervencdo de cerca de
1200 pb, contém apenas a regido 3’ ndo traduzida e a sequéncia sinal adicional poli (A):

AATAAA (Fitzgerald e Shenk, 1981).
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Figura 13 — Comparacédo das sequéncias dos genes PRH1 e PRH2 (Kim e Maeda, 1986).

As diferencas entre as sequéncias de nucleétidos dos dois genes do tipo
Haelll estdo resumidas na figura 13, na qual as duas sequéncias se encontram alinhadas
com os seus exdes homologos representados pelas barras pretas sélidas (Kim e Maeda,
1986). Assim, os autores deste estudo verificaram que a diferenga total entre os dois
genes é de 8,7% (onde cada divergéncia de base e cada lacuna é contado como uma
unica diferenca). Alids, a regido repetida no exdo 3, constituido por cinco repeticdes em
série de 63 pb, é totalmente idéntica nos dois genes. Ainda se verificou que comparando
0s genes do tipo Haelll e os genes do tipo BstNI, a diferenca total entre as sequéncias
consenso dos dois tipos de genes é de 19%. Estes resultados sugerem que a duplicacéo a
partir de um Unico gene ancestral das PRPs salivares humanas, originando estes dois

tipos de genes, ndo é recente (Kim e Maeda, 1986).

1.5.3. Genes PRB1, PRB2, PRB3 e PRB4

A segunda subfamilia que codifica as bPRPs e gPRPs consiste em quatro
genes do tipo BstNI: PRB1, PRB2, PRB3 e PRB4. Este tipo de genes BstNI possui uma
regido onde os locais de restricdo BstNI ocorrem repetidamente (Kim et al., 1993). Os
mapas de restricdo BamHI, Bglll, EcoRI e Hindlll das regides de DNA onde estdo
localizados os quatro genes PRB estéo ilustrados na figura 14, e as regides sequenciadas
estdo indicadas pelas barras a tracejado. Através deste mapa também se pode observar o
grau de parentesco entre as regides destes genes e ainda as regides que ocorrem em mais

do que um gene, em particular nos genes PRB1 e PRB2.
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Figura 14 — Mapas de restricao das regies dos genes PRB1, PRB2, PRB3 e PRB4.
Locais enziméticos: BamHI (B), Bglll (Bg), EcoRlI (E), e Hindlll (H). As barras

a tracejado ilustram a regido da sequéncia de cada gene (Kim et al., 1993).

Estudos de polimorfismos genéticos realizados por Lyons et al. (1988)
demonstram que os genes PRBI e PRB2 partilham muitos locais de restri¢cdo enzimatica
na regido 5°. Da mesma forma, os genes PRB3 e PRB4 possuem locais de restricdo
comuns também na mesma regido. Assim, PRBI e PRB2 formam um subtipo e PRB3 e

PRB4 formam um segundo subtipo dos loci PRB.

Estudos das sequéncias de DNA deste 4 genes foram desenvolvidos por Kim
et al. (1993). Como tal, com base nos resultados destes autores, todos os genes PRB
apresentaram uma organizagdo similar a dos dois genes PRH, com quatro exdes e trés

intrGes cujas caracteristicas sao descritos abaixo.

Exdo 1: Possui um comprimento de 64 pb a partir do coddo de iniciacéo
(Met.). O gene codifica para uma sequéncia de sinal secretora de 16 aminoacidos e 0s

cinco primeiros residuos da regido N-terminal.

Exdo 2: esta localizado aproximadamente a 1 kbp a montante do exdo 1,

contém 36 pb e codifica para os restantes 12 aminoacidos da regido N-terminal.

Exdo 3: localiza-se a cerca de 500 pb a jusante do exdo 2 e é 0 maior dos
exdes possuindo 63 pb repetidas em tandem. Este exdo carece da segunda regido
terminal presente nos genes PRH.

32



Exdo 4: esta localizada 1,2 kb a montante do exdo 3. Este ex@o (varia em

comprimento entre 86 pb e 117 pb nos seis genes) ndo é traduzido e contém uma
sequéncia de sinal adicional poli(A).

1.5.4. Variabilidade genética

Os genes PRP sdo genes altamente variaveis possuindo cerca 9600 variacoes.

O gene PRB2 é o que possui mais variabilidade contando com cerca de 3414 variagdes e

0 que possui menos é o gene PRH1 contendo apenas 287 variagdes (Fig.15)
(www.ensembl.org). O tipo mais comum destas variacbes sdo 0s SNPs (single-
nucleotide polymorphisms) e consistem entdo na variacdo da sequéncia de DNA que
ocorre quando um unico nucleétido (adenina, timina, citosina ou guanina) difere entre
individuos de uma espécie ou entre cromossomas homologos de um individuo. Existem
varios fatores que determinam a densidade de SNPs como a taxa de mutacdo e

recombinacdo. Assim, através da identificacdo de SNPs € possivel avaliar a diversidade
genética.
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Figura 15 — Mapa de variacdo do gene PRB2 (Proteina rica em Prolina da subfamilia BstNI 2)

(www.ensembl.org).
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Eventos como a protedlise pods-translacional, mutacdes especificas, a
substituicdo de uma Unica cisteina, recombinacdo homologa e desigual dentro do cluster
da familia de gene PRP, e 0s SNPs sdo muito frequentes. Estes acontecimentos podem
levar a grandes alteracdes nos tamanhos dos genes, ao aparecimento do gene PRB2/1
(gene de fusdo PRB2/1 — exclusdo da regido PRB1 e auséncia das proteinas codificadas
por este), interferéncia com a protedlise impedindo a geracdo de PRPs percursoras,
mutacdes nulas, etc. (Azen, 1993).

E caracteristico dos genes que codificam as bPRPs e gPRPs possuirem muitos
alelos dando origem a um grande nimero de fendtipos (Lu e Bennick, 1998). Como ja
foi referido anteriormente, as PRPs (sobretudo as bPRPS) possuem varias isoformas
(Bennick, 2002; Soares et al., 2011; Inzitari et al., 2005). As aPRP podem diferir umas
das outras apenas de um aminoécido como por exemplo PRP-1 e PRP-2, assim como
PRP-1 e PIF-s (Tabela.3) (Hay et al., 1988; Inzitari et al., 2005). Estas podem ainda
sofrer clivagens proteoliticas originando uma sequéncia de 44 aminoacidos (péptido
PC) e 4 diferentes isoformas truncadas (PRP-3, PRP-4, PIF-f e Db-F).

Tabela 3 — Sequencia das aPRPs (Inzitari et al., 2005).

10 20 30 40 50 &0
Db-s <QDLNEDVSQE DVPLVISDGG DSEQFLDEER QGPPLGGQQS QPSAGDGNQD DGPQQGPPQQ
10 20 30 40 50 &0
Pa <QDLNEDVSQE DVPLVISDGG DSEQFLDEER QGPPLGGQQS QPSAGDGNQD DGPQQGPPQQ
PIF-s <QDLNEDVSQE DVPLVISDEG DSEQFI DEER QGPPLGGQQS QPSAGDGENQD DGPQQCPPOQ
PRP-1 <QDLDEDVSQE DVPLVISDEG DSEQFI DEER QGPPLGGQQS QESAGDCENON DGPQQCPPOQ
FEP-2 <QDLDEDVZQE DVPLVISDGG DSEQFI DEER QGPPLGGQQS QPSAGDGNQD DGPQQGPPQQ
70 80 =1s] 100 110 120
Db-s GGOOOQGEPPE POGKPQGPEQ QGGQOQOGEP PPOGKPQGPP QOGGHPEPEQ GRPQGPPQOG
70 80 90
Pa GE000QGPEPP DPOGKPQGPPQ i feleizi=}=}=}=Ts] GRPQGPPOOG
PIF-s GE000QGPEPP DPOGKPQGPPQ i feleizi=}=}=}=Ts] GRPQGEPPOOG
PRP-1 felelolololelel=h=0e] POGKPQGPEQ Q-— —GGHPPPEQ GRPOGPPOQOG
PRP-2 GGQOQQGPEP PQCKPQGPPQ Q- GGHPEPPQ GRPQGPPQQG
¥izo 140 150 160 170 Db-s
GHPRPPRGRP QGPPQQGGEHQ QGPPPPPPGK PQGPPPQGGR POGPPQGQSP Qo+« ¥ (DB-F)
100 110 120 1320 140 150
Pa GHPCPPRGRP QGPPOQGGHQ QGPPPPPPGK PQGPPPQGGR POGPPQGQSP Q
PIF-s GHPRPPRGRP QGPPQQGGEHQ QGPPPPPPGK PQGPPPQGGR POGPPQGQSP Q0+« ¥ (PIF-F)
FPRP-1 GHPRPFPRGRFP QGPPQQGGEHD QGPPPPPPGK PQGPPPQGGR POGPPQGQSP Q0+« W (PRP-3)
PRE-2 GHERPPRGRE QGPPQQGGHQ QGPPPPPPGK PQGPPPQGGR POGPPQGQSP Q+« ¥ (DRP-4)

a) S = phosphorylated serine
< = pyroglutamic residue
¥ = cleavage generating PC peptide

Os Polimorfismos das bPRP e gPRPs incluem Pm / PmF (parotid middle
band, fast), GI (major parotid glycoproteins), Ps (parotid size variant), PmS (parotid
middle band, slow), CON1 e CON2 (Concanavalin A-binding proteins), Pe e Po (Azen,
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1993). Assim, PRB1 codifica Pe (DEAE-I12), PinS (IB-6), PmF (IB-9) e Ps. PRB3
codifica G1 e PRB4 codifica Po (P-D) e, possivelmente, CON1 e CON2 (Azen, 1993).

Assim, cada produto de gene pode gerar multiplos PRPs devido aos
polimorfismos da sequéncia proteica e modificagdes pds-translacionais. Além disso, em
pelo menos um dos genes, o splicing alternativo resulta em transcricbes multiplas de
diferentes comprimentos. Finalmente crossing-overs desiguais dentro das sequéncias
repetitivas em tandem no terceiro exao originam alelos multiplos em cinco dos seis loci
de PRP. Concluindo, os SNPs podem resultar nestes polimorfismos/modificacdes
provocando uma pequena alteracdo na funcdo das PRPs, o que podera explicar este

numero consideravel de fendtipos (Lu e Bennick, 1998; Whitelegge et al., 2007).
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2. Objetivos

Visto que cada individuo é diferente, as percecfes sensoriais de cada pessoa
também serdo diferentes. Na realidade, sabe-se que existe uma elevada diversidade
genética associada a estas percecdes sensoriais, sendo que 90% dos polimorfismos
pertencem a classe dos SNPs, que, portanto, sdo 0s principais responsaveis pela maioria

das alteracdes fenotipicas.

Assim, o objetivo deste trabalho é implementar uma metodologia que estuda
a diversidade genética das PRPs associada a percecao sensorial dos vinhos através da
analise de polimorfismos da familia de genes que as codificam. Neste trabalho, esta
andlise sera focada numa populacdo teste de 18 individuos.
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3. Material e Métodos

3.1. Insillico - Analise bioinformatica

3.1.1. Pesquisa das sequéncias genéticas e dos SNPs associados

aos genes PRPs.

Com base na literatura, verificou-se que existem 6 genes que codificam esta
familia de proteinas (Bennick, 2002; Maeda, 1985): 2 genes que codificam as aPRPs
(PRH1 e PRH2) e os restantes 4 codificam os bPRPs e gPRPs (PRB1, PRB2, PRB3 e
PRB4).

Depois de cada um dos genes ser identificado foi realizada uma pesquisa
bioinformatica na base de dados Ensembl onde foram recolhidas cada uma das
sequéncias de DNA dos respetivos genes e todos os SNPs descritos a eles associados.
Através do software BioEdit, versdo 7.1.3.0, foi possivel localizar cada um dos SNPs
descritos na sequéncia do gene respetivo. Este processo permitiu assim gerar uma
sequéncia, para cada um dos 6 genes, que reune todos os SNPs descritos no seu local

especifico.

3.2. Colheita da amostra

Com o auxilio de uma zaragatoa foi recolhida uma amostra de saliva/células
bucais de cada um dos 18 individuos voluntarios, sob condi¢cdes ndo estimuladas e ap6s
um minimo de 30 min apds a ingestdo de alimento ou bebida de modo a reduzir a

contaminagdo com impurezas.

3.2.1. Extracdo de DNA

Utilizando o kit de purificacdo de DNA gendmico Quick-gDNA™ MiniPrep,

extraiu-se 0 DNA genomico das 18 zaragatoas contendo as amostras. A extracdo foi
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realizada de acordo com o protocolo especifico e uso dos reagentes presentes no Kit.
Assim, para cada amostra, deixou-se a zaragatoa em 500 pl de solucdo de lise (5-10
min.) que foi de seguida transferida para colunas de extracdo Zymo-Spin™. Esta foi
centrifugada e adicionado 200 pul de Tampdo DNA Pre-Wash. Ap6s nova centrifugacao,
adicdo de 500 pl de tampédo g-DNA Wash e outra centrifugacdo, o DNA foi finalmente
eluido em 30 pl de tampéo de eluicao.

3.2.2. Quantificagdo do DNA

A quantidade e a qualidade das amostras de DNA foram determinadas através
leitura da densidade Otica a 260nm e 280nm num espectrofotometro NanoDrop ® ND-

1000 UV-Vis (ThermoScientific), de acordo com as especificacfes do fabricante.

3.3. PCR (Polymerase Chain Reaction)

3.3.1. Primers

Para a amplificacdo especifica e sensivel dos exdes selecionados desenharam-
se primers (forward e reverse) para cada uma das regides alvo. Para este desenho,
utilizou-se o Oligo Explorer, versdo 1.4, software bioinformatico que gerou uma lista de
possiveis primers. Para o desenho e selecdo dos primers, foram definidos os seguintes

critérios:

e Tamanho do amplicdo - Os fragmentos de DNA a amplificar deveriam

ter 800 pares de bases (pb).

e Tamanho dos primers — Devem apresentar idealmente entre 18 a 22 pb
para que a probabilidade de hibridar com outras regides, que ndo a desejada, seja

reduzida.

e Temperatura de melting (Tm) - Temperatura a qual 50% das moléculas

do conjunto primer/DNA estdo desemparelhadas e as outras 50% ainda
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hibridizadas. Tm pode ser estimada recorrendo a regra de Wallace dada pela
formula Tm = 4(G+C) + 2(A+T) °C (G, C, A, T correspondem ao namero de
cada um dos nucleétidos no primer). Todos os primers foram desenhados de

forma a que a diferenca de Tm entre eles ndo ultrapassa os 2°C.

e Temperatura de annealing dos primers (Ta) - Temperatura a qual ocorre
a hibridacdo dos primers com a cadeia de DNA molde é determinada com base
na Tm, & qual séo subtraidos 2° a 4°C (Chen e Janes, 2002; Pelt-Verkuil et al.,
2008). Todos os primers foram desenhados de forma a terem aproximadamente

amesma Ta, entre 54 °C e 56 °C.

e Percentagem em GC (Guanina e Citosina) — Devera ser entre 40%-60%
aumentando assim a estabilidade da ligacdo do primer ao DNA, pois as ligagdes
G-C sdo mais fortes e estaveis do que as ligacdes A-T.

e Formacdo de dimeros e auto-hibridizacdo — Para todos os primers
desenhados, de acordo com os critérios supra referidos, foi testada a
probabilidade de formacdo de dimeros e de ocorréncia de auto-hibridizacao.
Deste modo, foram escolhidos, sempre que possivel, os pares de primers que
apresentavam baixa ou nenhuma probabilidade de formarem estas estruturas
secundarias. Pois estas sdo produzidas por interacdes inter e intramoleculares,

podem levar a uma fraca formacéo de produto de PCR.

Apbs o seu desenho, os primers foram encomendados a IDT, que os forneceu

sob a forma liofilizada. Uma vez no laboratério, estes foram ressuspendidos em tampéo

TE 1x a uma concentragdo final de 100 uM e guardados. Posteriormente, prepararam-se

aliquotas diluidas, com uma concentragdo final de 10 uM, que foram utilizadas na

preparacgéo das reacoes de PCR.

3.3.2. Amplificacéo dos exdes

As reagOes para a amplificacdo dos exdes foram realizadas no termociclador

da Eppendorf (Eppendorf MasterCycler Gradient). Prepararam-se reacoes de PCR para

cada amostra de DNA e para cada par de primer. Para cada par de primer foi preparada

uma mistura para um volume final de 25 pl, contendo 1x PCR Buffer (Bioron); 1,7mM
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de MgCI2; 0,2mM de dNTPs (Bioron); 0,4uM de cada primer; 1U de Taq Polimerase
(Bioron) e 10-40ng de DNA. Todas as reacfes foram acompanhadas de um controle
negativo, formado por todos os compostos da reagdo, com exce¢dao do DNA gendmico,
cujo volume foi substituido por agua Milli-Q estéril.

Foi utilizado o seguinte programa de PCR: um periodo inicial de
desnaturacdo de 2 minutos a 94°C, seguido de um ciclo de 30 repeti¢fes de 30 segundos
a 94°C, 30 segundos a temperatura de annealing do respetivo primer, 60 segundos a
72°C, e finalmente um periodo de extensdo de 5 minutos a 72°C. Os produtos de
amplificacdo foram conservados a 4°C até a sua resolucdo segundo a metodologia

descrita em 3.4.

3.4. Detecdo dos produtos de PCR - Eletroforese

A analise dos produtos resultantes da amplificagio do DNA por PCR foi
realizada e por eletroforese horizontal em géis de agarose. Prepararam-se géis de
agarose a 1% (m/v) em TAE 1x, que foram corados com brometo de etidio numa
concentragdo final de 0,3pg/mL. Por cada amostra, analisou-se 8uL. do produto de
reacdo de PCR e adicionou-se 2uL de tampao de deposicdo. Para verificar a
amplificacdo com o tamanho pretendido, comparou-se o0 produto com um marcador
molecular NZYDNA Ladder |1 (NZYTech). A eletroforese decorreu a 90V durante 30
minutos. Apdés a corrida de PCR, visualizaram-se os géis sob luz ultravioleta no
Molecular Imager Gel Doc XR System (BioRad). As imagens geradas, foram adquiridas

e analisadas através do programa Quantity One versao 4.6.3 (BioRad).

3.5. Purificacao dos produtos de PCR

Apds a amplificagdo, e antes de se proceder a reacdo de sequenciacdo, é
necessario remover os reagentes em excesso resultantes da amplificacdo por PCR, como
primers e dNTPs. Neste passo de purificagdo utilizou-se o Kit llustra Exostar (GE
Healthcare). Este kit de purificagdo € composto por duas enzimas hidroliticas —
Exonuclease | e a Fosfatase Alcalina. A enzima exonuclease | degrada o DNA single

strand, como 0s primers, no sentido 3’-5’, libertando os desoxirribonucleotideos
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monofosfatados. Ja a funcdo da enzima Fosfatase Alcalina, € o de desfosforilar os

dNTPs que ndo foram incorporados na reacdo de PCR e desfosforilar os dNMPs.

Nestas reacOes de purificacdo adicionou-se 0,7uL de cada enzima a 3,5 puL do
produto de PCR em novos tubos de PCR de 0,2mL, posteriormente, colocaram-se 0s
tubos no termociclador da Eppendorf (Eppendorf MasterCycler Gradient) a 37°C
durante 15 minutos e de seguida, a 80°C durante 15 minutos. Apds este passo de

purificagdo os fragmentos de DNA amplificados foram sequenciados.

3.6. Genotipagem de SNPs - Método de Sanger

3.6.1. Reacdo de sequenciagao

Neste trabalho, a sequenciacdo dos fragmentos de DNA de interesse foi
obtida por terminacdo de cadeia por didesoxinucleotideos descrita por Sanger et al.
1977. Para tal, foi utilizado o Big®Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits
(Applied Biosystems) para as reacdes de sequenciacdo. Fez-se a reacdo de sequenciacao
para cada amostra de DNA e para o primer forward dos primers pares utilizados. Para
cada primer foi preparada uma mistura para um volume final de 10ul, contendo 2uL de
BigDye® Terminator v3.1 Sequencing Buffer (5x), 2uL de BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing Ready Reaction-100, 3,2pmol dos oligonucleotideos forward, 4,9 uL
do produto de PCR purificado e 0,6uL de H20 Milli-Q estéril. As reacbes de
sequenciagdo ocorreram no termociclador da Eppendorf (Eppendorf MasterCycler
Gradient n°5341), utilizando o seguinte programa: um periodo inicial de desnaturacédo
de 3 minutos a 96°C, seguido de um ciclo de 25 repeti¢bes de 10 segundos a 96°C, 5

segundos a temperatura de annealing do respetivo primer, e 4 minutos a 60°C.

3.6.2. Purificacdo dos produtos da reacdo de sequenciacdo e

eletroforese capilar

Apos a reacdo de sequenciacdo purificaram-se 0s seus produtos de DNA
obtidos através do BigDye® XTerminatorTM Purification Kit (Applied Biosystems).
Adicionou-se a cada pogo da placa de sequenciagdo 45uL da solu¢ao SAMTM, 10uL da
solugdo XTerminatorTM e 10uL do produto de PCR. Selou-se a placa de sequenciagédo
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e agitou-se no vortex IKA® MS 3 Basic durante 30 minutos a 2000rpm, e
posteriormente estas foram centrifugadas durante 2 minutos a 1000g.
Por fim, as amostras foram corridas no sequenciador automético Genetic

Analyser 3500 (Applied Biosystems) para a realizacdo da eletroforese capilar.

3.7. Analise dos dados

A detecdo de polimorfismos envolve o conhecimento da sequéncia de DNA
para um mesmo loci de varios individuos dentro de uma determinada populacéo,
permitindo a observacdo de posi¢des especificas que possam apresentar variacdes as
quais caracterizam os diferentes alelos. Desta forma, as sequéncias obtidas foram
analisadas com o auxilio do programa Codon Code Aligner versdo 4.2.1. A qualidade
das sequéncias obtidas foi verificada através do eletroferograma. Depois de verificada a
qualidade, as sequéncias geradas foram alinhadas através do Clustal W para a detecédo
de SNPs.
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V. Resultados e Discussao
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4. Resultados e discussao

A sensacdo de adstringéncia provocada pelo vinho é uma caracteristica
enoldgica muito importante. No entanto, a sua percecdo entre 0os consumidores é muito
distinta e varidvel, sugerindo a hipdtese de haver, a ela associada, uma grande

variabilidade genética.

Assim, torna-se importante esta analise da diversidade genética das PRPs.
Tendo em conta que existem diferentes classes de PRPs, codificadas por familias
multigénicas (6 genes) muito semelhantes a nivel estrutural, o objetivo deste projeto é
estudar a variabilidade genética associada a percecdo sensorial da adstringéncia dos
vinhos. Como referido, aos genes PRP sdo ja sdo atribuidas cerca de 9600 alteracfes
genéticas, sendo os SNPs as mais comuns. Deste modo, com este trabalho pretendeu-se
implementar o protocolo para identificacdo de variacfes genéticas nestes genes, e testa-

lo para uma populacéo de 18 individuos.

4.1. ldentificacéo e caracterizacdo de genes PRPs

A identificacdo e caracterizacdo de genes codificantes das PRPs foi a primeira
tarefa realizada neste trabalho, e para tal utilizaram-se uma bateria de ferramentas
bioinforméticas. Assim, estes genes foram identificados, selecionados e recolheu-se o
maximo de informacdao sobre a familia de genes PRPs. Nomeadamente, a identificacdo e
caracterizacdo dos genes PRPs e SNPs (se descritos) a fim de gerar uma base de dados

auxiliar para a analise de resultados obtidos.

Como referido no capitulo Material e Métodos, foi realizada uma pesquisa
bioinformaética na base de dados Ensembl a fim de obter as sequéncias genéticas de cada
um dos 6 genes PRP, e identificar e analisar de maneira aprofundada caracteristicas
como o tamanho, variabilidade proteica, SNPs e regulacdo dos genes PRPs descritos na
literatura (Tabela.4).
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Tabela 4 — Caracteristica dos genes PRP: Tamanho em pares de bases dos genes e seus respetivos mRNA

transcritos (adaptado da base de dados Ensembl).

Genes  Acession number Tamanho (bp) MRNA Tamanho (bp)
PRH1 ENSG00000231887.2 3244 ENST00000428168 603
ENST00000381847 673
PRH2 ENSG00000134551.8 3105 ENST00000396400 641
ENST00000500254 775
ENST00000545626 710
PRB1 ENSG00000251655.2 43743 ENST00000546254 774
ENST00000240636 1773
ENST00000389362 1427
PRB2 ENSGO00000121335.10 109499 ENST00000565533 100
ENST00000545829 406
ENST00000381842 1091
ENST00000538488 1058
PRB3 ENSG00000197870.7 3882 ENST00000279573 1157
ENST00000440870 618
ENST00000539835 476
ENST00000535904 796
PRB4 ENSG00000230657.2 3352 ENST00000445719 586
ENST00000279575 913
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4.1.1. Pesquisa e caracterizagdo de SNPs descritos

Como referido, através da pesquisa em bases de dados publicas, averiguou-se
a existéncia de SNPs ja descritos para 0s genes PRPs. Assim, verificou-se um grande
numero de SNPs descritos para cada um deles. Sendo um ndmero demasiado grande, o
conteddo e caracterizacdo total dos SNPs ndo serd listado no presente trabalho, mas
apenas a quantificagdo de SNPs por ex&o de cada um dos genes (Tabela.5). No entanto,
segue-se 0 exemplo da figura 16 que demonstra 0 mapa de SNPs em zonas codificantes

respetivo ao gene PRH2.

Tabela 5 — Quantificagdo de SNPs descritos por exdo dos genes PRPs. Na tabela esta representada o

nome do gene, 0 exao e conteldo em SNPs.
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Figura 16 — Mapa de SNPs do gene PRH2. Nesta figura esta representado o contetido e tipo de SNPs de ambos os transcritos do gene PRH2 apenas em zonas de

exoes.
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4.2. Desenho dos primers

Uma vez selecionadas as regides gendmicas com maior variabilidade
genética, desenharam-se os primers (forward e reverse) de modo a implementar o
protocolo para estudar a variabilidade genética dos genes codificantes das PRPs.
Durante este processo, verificou-se uma elevada homologia entre 0os genes PRB1 e
PRB2, assim como entre o0 PRH1 e o PRH2. Esta homologia veio impossibilitar o
desenho de primers especificos para cada exao, motivo pelo qual foram excluidos da

analise.

Deste modo, selecionaram-se 0s exdes que apresentavam maior variabilidade

descrita e, cumulativamente apresentavam menores taxas de homologias (Tabela.6).

Tabela 6 — Lista dos exdes seleccionados para amplificacdo. Na tabela esté representada o nome do gene,
0 exdo, e contedido em SNPs.

Gene Exéo N° de SNPs descritos
PRH2 1 3
PRH2 3 17
PRB3 4 10
PRB4 3 72

Foram desenhados no total 8 primers (4 pares de primers) para a amplificacdo
dos exdes selecionados. Para o desenho dos primers foi utilizado as sequéncias dos
genes PRH2, PRB3 e PRB4 como molde (adquirido no software Ensembl). Na tabela 7
encontra-se as sequéncias dos primers desenhados. Uma vez desenhados, a
especificidade de cada um dos primers foi testada através de umo BLAST contra o

genoma humano.
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Tabela 7 — Lista de primers utilizados para amplificar os exdes acima selecionados. Na tabela esta

representada o nome do primer (F — Forward; R - Reverse), a sequéncia, a temperatura de annealing e o

tamanho do amplicdo.

Nome primer primer Ta (°C) Amplicéo (pb)
PRH2E1 F TAGGCTAGAGTCCCAGAAGA ” 123
PRH2E1 R GGTCTTGATGAGGAATGAAG
PRH2E3 F GACAGAGAGATATGAAGACAG £4 644
PRH2E3 R CTTGCTACCTTATCCCAGAAT
PRB3E4 F AGCCAGAAGGACCACCTTCA o
PRB3E4 R TGGACCGAAAGCAGAGCAC
PRB4E3 F ATTTCCCCATTTAGCTCCA 53 787
PRB4E3 R AACTGTAGCAATTAGAGTCC

4.3. Amplificacdo dos exodes

Neste estudo, recolheu-se amostras de saliva/células bucais de 18 individuos

voluntarios, cujo DNA foi extraido. Assim, a amplificacdo das 4 regides genémicas

selecionadas, com o0s primers desenhados, foi testada e optimizada. O processo de

otimizacdo e a amplificacdo, com sucesso, de cada uma destas regiGes é descrito nas

seguintes sub-seccdes:

4.3.1. Amplificacdo do Exao 1 do gene PRH2

Neste teste de amplificacdo pretendeu-se amplificar o primeiro ex&o do gene

PRH2 com o auxilio dos primers PRH2E1 (foward e reverse) numa Ta = 54 °C. A

figura seguinte demonstra o resultado da amplificacdo deste exdo para cada uma das 18
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amostras recolhidas. Analisando as bandas resultantes da eletroforese em gel, verifica-se
que elas possuem o peso molecular aproximado do tamanho esperado do amplicdo 423

bp (Fig.17), pelo que se considerou otimizada a reacéo.

1800bp

1000bp
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400bp

200bp

1800bp

1000bp
800bp
600bp

400bp
200bp

Figura 17 — Teste de amplificacio aos primers PRH2E1 em gel de agarose 1%. A — Teste de
amplificagdo nas amostras Ind_3 e Ind_4. B — Teste de amplificagdo nas amostras Ind_5-20. Ao lado de

cada imagem est4 o marcador de peso molecular NZYDNA Ladder | (NZYTech).

4.3.2. Amplificacdo do Exao 3 do gene PRH2

No sentido de testar o segundo par de primers para a regido do exdo 3 do
gene PRH2, implementou-se o protocolo para a amplificacdo desta regido. A
temperatura de emparelhamento destes primers a cadeia de DNA também foi estimada a
54 °C e, a semelhanca da amplificagdo do exdo 1 do mesmo gene, verificou-se sucesso

da amplificacéo para os primers PRH2E3 (foward e reverse).
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Figura 18 — Teste de amplificacio aos primers PRH2E3 em gel de agarose 1%. A — Teste de
amplificagdo nas amostras Ind_3 e Ind_4. B — Teste de amplificagdo nas amostras Ind_5-10. C — Teste de
amplificagdo nas amostras Ind_11- 20. No lado esquerdo de cada imagem esta o marcador de peso
molecular NZYDNA Ladder | (NZYTech).

Como se pode ver através da figura 18, detetou-se a forte presenca das

bandas nas 18 amostras, relativas a regido alvo, apresentando o tamanho esperado do

amplicdo de 650 bp.

4.3.3. Amplificacdo do Ex&o 4 do gene PRB3

Mais uma vez, através da electroforese em gel de agarose (Fig.19), observa-se
bom destaque das bandas perto dos 600 bp determinando a qualidade e sucesso deste
teste para o par de primers PRB3E4. Pois, o tamanho das bandas coincide com o

tamanho esperado (566 bp).
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Figura 19 — Teste de amplificacdo aos primers PRB3E4 em gel de agarose 1%. A — Teste de
amplificacdo nas amostras Ind_3-10. B — Repeticao do teste de amplificagdo das amostras Ind_7 e Ind_8.
C — Teste de amplificacdo nas amostras Ind_11-20. No lado esquerdo de cada imagem esta o marcador de

peso molecular NZYDNA Ladder | (NZYTech).

No entanto, a regido alvo dos primers PRB3E4 para a amostra Ind_7 ndo
amplificou e para a amostra Ind_8 resultou numa amplificacdo muito fraca (Fig.19A).
Como tal, procedeu-se a repeticdo da reacdo de PCR das mesmas que, como se pode

observar na figura 19B, amplificaram desta vez com sucesso.

4.3.4. Amplificacdo do Exado3 do gene PRB4

Como se pode observar na figura 20, o par de primers PRB4E3 obteve uma
fraca amplificac@o (bandas fracas) para as primeiras amostras testadas (Ind_3-10) o que
levou a necessidade de realizar algumas otimizacGes para tornar mais eficiente este

processo.

59



1800bp

1000bp
800bp

600bp
400bp

Figura 20 — Teste de amplificacdo aos primers PRB4E3 em gel de agarose 1%. Na extremidade esta o
marcador de peso molecular NZYDNA Ladder | (NZYTech). Para este teste utilizaram-se 8 amostras
(Ind_3-10).

Assim, no sentido de aumentar a eficiéncia da amplificacdo do gene alvo,
procedeu-se a otimizagdo das reacdes de PCR para estes os pares de primers. Deste
modo, diferentes temperaturas de annealing foram testadas, nomeadamente 51°C, 52°C
e 53°C (Fig.21). Nesta otimizacdo utilizou-se apenas o controlo positivo para evitar
gastos de DNA das amostras. Os restantes parametros da reacdo de PCR mantiveram-se

como esté descrito na seccao 3.3.2.
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Figura 21 — Otimizacg&o dos pares de primers PRB4E3 a diferentes temperaturas de annealing (Ta) -
51°C, 52°C e 53°C. Na extremidade encontra-se o marcador de peso molecular NZYDNA Ladder |

(NZYTech). Para este teste utilizou-se o controlo positivo.

Neste teste, verificou-se uma boa amplificacdo do controlo positivo para dos
pares de primers PRB4E3 a 53°C através da presenca de uma banda forte. Assim,
procedeu-se a repeticdo da amplificagdo das amostras Ind_3-10 e a amplificacdo das
restantes amostras Ind_11-20. Analisando os resultados da reacdo de PCR no gel de
agarose e através da figura 22, embora algumas bandas ndo estejam idealmente fortes,

verificou-se uma boa amplificagdo em geral para os pares de primers testados.
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Figura 22 — Teste de amplificacdo aos primers PRB4E3 em gel de agarose 1%. A — Teste de
amplificacdo nas amostras Ind_3-10. B —Teste de amplificacdo nas amostras Ind_11-20. No lado esquerdo
de cada imagem esta o marcador de peso molecular NZYDNA Ladder | (NZYTech).

4.4.Genotipagem dos genes codificantes das PRPs

Apos otimizar as reacdes de amplificacdo, obtidos todos os produtos da
reacao das 4 regides alvo para cada uma das amostras recolhidas, e ap6s confirmacéo do
sucesso e qualidade de cada uma destas amplificacdes através de eletroforese em gel de
agarose, pode-se agora proceder a metodologia necessaria para a genotipagem das

amostras através do método de Sanger.

Durante a sequenciacdo, a fluorescéncia emitida por cada base é registada e
por sua vez transformada num sinal. O conjunto destes sinais gera um grafico conhecido
como eletroferograma. O valor da qualidade da sequenciacdo para cada amostra €
medido por um programa (Phred) que tem em conta varios parametros como: a distancia
entre bases; largura e altura do pico; intensidade do sinal; ruido de fundo (background)
etc (Watson et al., 2007).

Assim, numa primeira analise das sequéncias obtidas, observou-se uma boa
qualidade das amostras sequenciadas para os exdes 1 e 3 do gene PRH2, e para 0 exdo 4
do gene PRB3. Por outro lado, verificou-se um elevado background e fraco sinal das

amostras Ind_4 e Ind_20 sequenciadas para a regido do exd 3 do gene PRB4,

61



resultando na baixa qualidade destas. Este fato tornou inviavel a leitura e anélise destas
duas sequéncias e podera ter origem numa possivel contamina¢do das amostras. Esta
pode ser causada por varios acontecimentos, porém, segundo a analise dos picos no
eletroferograma, as causas mais provaveis seriam a quantidade insuficiente de DNA, a
amplificagdo inespecifica e/ou a presenga de “restos” de primers ndo digeridos na
reacdo de purificacdo. Por isso, e na impossibilidade de repetir a sequenciacédo, estas
sequéncias foram retiradas da analise. Todas as restantes amostras sequenciadas para

esta regido apresentaram boa qualidade.

Apds sequenciacdo e analise de qualidade, alinharam-se as sequéncias obtidas
contra a base de dados anteriormente construida, e desta forma, detetaram-se os SNPs

presentes na populacéo teste (Fig.24).

Nas sequéncias obtidas, sdo utilizados os cddigos degenerados, quando os
individuos sdo heterozigoticos (ver tabela — Anexo).

Uma vez detetados, os SNPs foram de seguida confirmados por analise e
comparacgado dos picos no eletroferograma. Isto €, na presenca de um SNP, ha detecdo de
dois picos diferentes na mesma posicdo. Por exemplo, no SNP rs116998526, detetado
no eletroferograma apresentado na figura 23, observa-se um pico relativo a Guanina (G)
na amostra Ind_13 e um pico relativo a Adenina (A) na amostra Ind_10 na mesma
posicdo (regido génica PRH2-Exdo 3). Ja a amostra Ind_15 possui 0s dois picos

(Guanina e Adenina) sobrepostos o que sugere que este individuo € heterozigético.
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Figura 23 — Exemplo de um electroferograma obtido por genotipagem do SNP rs116998526

(caracterizado na tabela X) de trés individuos diferentes: Ind_13, Ind_15e Ind_10. Ind_13 ¢

homozigético para o alelo G, o Ind_10 é homozig6tico para o alelo A e o Ind_15 C é heterozigo6tico.

Analisando os resultados obtidos, foram detetados um total de 22 SNPs.
Deste total, 2 SNPs pertencem a regido genica PRH2 Exdo 3 e os restantes 20 SNPs
pertencem a regido génica PRB4 Exdo 3. Relativamente as amostras sequenciadas para
as regides do Ex&o 1 e Ex&o 4 dos genes PRH2 e PRB3 respetivamente, ndo revelaram a
existéncia de SNPs. Sendo estas as regides que apresentam menor variabilidade
descrita, entre as selecionadas, estes resultados revelam-se concordantes com o

esperado.

A caracterizacdo dos SNPs é essencial para a analise do seu potencial efeito
nestas regides génicas. Assim, procurou-se averiguar o tipo de cada um deles, o alelo
alterado, o aminoacido que codifica, e a percentagem da frequéncia dos alelos nas
amostras. A listagem e caracterizacdo dos SNPs obtidos estdo representadas na tabela 8.
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Figura 24 - Sequéncias alinhadas para a regido do exao 3 do gene PRH2. A primeira sequéncia corresponde a sequéncia contendo todos os SNPs descritos nesta regido. Os

pontos (.) correspondem a zonas conservadas. Na posi¢do 464 encontra-se 0 SNP rs10772391 (ver tabela 8).
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Tabela 8 — Listagem, correspondéncia e caracterizacdo dos SNPs encontrados nas sequéncias obtidas através do método de Sanger.

Gene_Ex&o SNP Codigo Tipo Alelo Aminoacido % Alelos Individuos
degenerado
18 amostras
Gene PRH2 rs116998526 R "Missense" AAT/GAT Asn/Asp 66,690 A | 5,6% G 27,8% R
_BXa03 10772301 Y Regido de cIT Coddondo | ¢4 00 c | 5606 T 33,3% Y
splicing/3'UTR codificante
16 amostras

rs76859544 S "Missense” CAA/GAA GIn/Glu 62,5% C | 37,5% G 0% S
rs79562958 S "Missense" CCA/CGA Pro/Arg 62,5% C 0% G 37,5% S
rs78020621 M Silencioso GGA/GGC Gly 62,5% A | 37,5% C 0% M
rs79639556 M "Missense" CCTI/CAT Pro/His 0% A 62,5% C 37,5% M
rs77184113 R "Missense” GGA/AGA Gly/Arg 50% G | 37,5% A 12,5% R
rs75743553 Vv "Missense”  CGA/CCA/CAA Arg/Pro/GIn | 375% C | 25% G 0% A | 37,5% S
rs57934872 M Silencioso GGC/GGA Gly 62,5% C | 37,5% A 0% M
rs76148790 M "Missense” CCC/ACC Pro/Thr 62,5% C | 6,25% A 31,25% M
rs78434062 M "Missense" CAT/CCT His/Pro 37,5% C | 62,5% A 0% M

Gene PRB4 74855306 R "Missense” AGAIGGA Arg/Gly | 375% G | 62,5% A 0% R

_Exaos 55350547 S "Missense" CCA/CGA Pro/Arg 0% G | 625%C 37,5% S

rs59021567 M Silencioso GGA/GGC Gly 375% C | 62,5% A 0% M
rs12303607 M "Missense" ACC/CCC Thr/Pro 375% C | 62,5% A 0% M
rs59189129 M "Missense" CCT/CAT Pro/His 37,5% A | 62,5% C 0% M
rs11054244 R "Missense" AGA/GGA Arg/Gly 50% A 0% G 50% R
rs12369220 M "Missense" CAC/CAA His/GlIn 0% C 0% A 100% M
rs12369219 S "Missense” CGT/GGT Arg/Gly 50% C 0% G 50% S
rs1052807 H Silencioso GGT/GGA/GGC Gly 37,5% C 0% A 37,5% T | 25% Y
rs59763528 S "Missense" GGT/CGT Gly/Arg 50% G 0% C 50% S
rs59774427 M "Missense" CAT/CCT His/Pro 6,25% C | 6,25% A 87,5% M
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Apbs andlise de todos os dados, verificou-se que todos os SNPs detetados
estdo descritos na base de dados. Além disso, verificaram-se varios tipos de SNPs,
dentro dos mais comuns 0s tipos missense e silencioso (Fig.25). Um SNP é missense
quando ocorre alteracdo de um unico par de bases levando a traducdo de um aminoacido
diferente nessa mesma posicdo da proteina resultante. Por exemplo, o primeiro SNP
detetado na regido génica PRB4 Ex&o 3 (SNP rs76859544) resulta da substituicdo do
alelo C pelo alelo G. Este fendmeno leva a alteragdo do coddo CAA, codificante do
aminoacido Glutamina, para um novo coddo GAA que codifica o aminoacido
Glutamato. Esta alteracdo de aminoacido pode alterar a estrutura e/ou funcdo da
proteina, tornd-la ndo funcional ou ndo apresentar qualquer efeito nesta. Ja& o tipo
silencioso, aquando a ocorréncia de um SNP, ndo apresenta qualquer efeito para a
proteina resultante. Pois, devido a redundancia do codigo genético, este ndo conduz a

alteracdo do aminoacido.

Também se verificou que o SNP-rs10772391 se encontra simultaneamente
nas regides de splicing e 3 UTR (untranslated regions) do exdo 3 do gene PRH2. Este
SNP insere-se noutros tipos de polimorfismos, pois esta localizado em regides ndo
traduzida do mRNA. Deste modo, a presenca de SNPs em regifes de splicing podem
resultar na insercdo, exclusdo ou modificacdo dos tamanhos dos exBes para posterior
traducdo, e ainda podem alterar a estabilidade do mRNA e/ou da proteina. Por outro
lado, SNPs em regides 3> UTR (importantes regides reguladoras) podem ter impacto na

regulacdo da expressao génica.

% Tipo de SNPs

H Missense
M Silencioso

i Regido splicing/3'UTR

Figura 25 — Representagdo gréafica da frequéncia (em percentagem) dos diferentes tipos de SNPs

encontrados nas amostras.
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Com o intuito de descrever a diversidade genética ao nivel da populacdo,
calculou-se a frequéncia alélica de cada um dos SNPs na populacdo teste (tabela.8).
Exemplificando, o SNP rs116998526 presente na regido génica PRH2-Exdo 3 (18
amostras), foi detetado 11 individuos apresentando o alelo A, 1 individuo apresentando
o0 alelo G e 6 individuos heterozigoticos. Deste modo, o alelo A representa 66,6% da
populagéo, o alelo G, por sua vez, representa 5,6% e a heterozigotia representa 27,8%.
A semelhanca deste efectuou-se 0 mesmo processo para todos os SNPs detetados.
Analisando agora um SNP-rs78434062 localizado na regido genica PRB4 Exao 3,
37,5% dos 16 individuos possuem uma histidina enquanto 62,5% dos restantes possuem
uma prolina nesta mesma posicdo. Isto significa que, se se compararem as proteinas
resultantes do gene PRB4 destes individuos, estas apresentariam pelo menos um

aminoéacido diferente nesta posicéo.

De todos os SNPs detetados, 77% apresentam o tipo missense (Fig.25). Isto &,
77% dos SNPs levem a traducdo de um aminoacido diferente e consequentemente a
proteinas diferentes no seu conteudo em aminoacidos. Sabendo que este fendmeno
acontece para os restantes 19 SNPs detetados, estes resultados revelam grande

variabilidade genética.

Tabela 9 — Comparacdo da frequéncia alélica da populagdo em estudo com a frequéncia alélica descrita
na Europa e no Mundo (Ensembl, 2013).

SNPs Frequéncia Alélica I?r_equéncia Frequéncia alélica
Amostras alélica Europa Mundo
Ex&do 3 PRH2 18 amostras 1000 Genomas
rs116998526 66,6% A | 56% G | 72% A | 280G | 76% A | 24% G
rs10772391 61,1% C 56%T | 86%C | 14%T | 79%C | 21% T
Exdo 3 PRB4 16 amostras 1000 Genomas
rs12303607 375%C | 625% A | 21%C | 79% A | 25% C | 75% A
rs59189129 375% A | 625%C | 2820 A | 72%C | 29% A | 71%C
rs11054244 50% A 0% G 84% A | 16%G | 82% A | 18% G
rs1052807 375%C | 375%T | 18% T | 82%C | 26% T | 74%C
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Para além destes dados, procurou-se também comparar estes valores a sua
frequéncia alélica a nivel Europeu e Mundial para 1000 genomas. Porém, estas
informacdes estavam descritas apenas para 6 SNPs detetados (Tabela.9). Assim, de
maneira geral, a comparacao da taxa de variabilidade da populacéo teste corresponde
aos valores esperados. Numa primeira analise, a comparacdo entre as frequéncias
alélicas da populacdo a nivel europeu e da populacdo a nivel mundial para 1000
amostras, sdo efetivamente muito semelhantes sendo a diferenga méxima de 8% (SNP
rs1052807). E também importante notar que a base de dados ndo apresentava a
frequéncia para individuos heterozigoticos. Assim, comparando estes valores com 0s
valores da populacdo teste, verifica-se que 0s SNPs rs116998526, rs10772391,
rs12303607 e rs59189129 apresentam valores semelhantes ao esperado. J& para 0 SNP
rs11054244, nao se verificou a presenca do alelo G, contudo também se observou uma
baixa frequéncia deste alelo a nivel europeu de apenas 16%. Relativamente ao SNP
rs1052807, na populagéo teste detetou-se a mesma percentagem para ambos os alelos
correspondentes. Enquanto estes, a nivel europeu e mundial, apresentam frequéncias
bastante distintas: 18% para o alelo T e 82% para o alelo C, 26% para o alelo T e 74%

para o alelo C, respetivamente.
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5. Conclusao

Os taninos tém uma particular importancia em enologia visto estarem
diretamente relacionados quer com a qualidade dos vinhos quer com as sensacgdes
gustativas que produzem. De fato, aguando a degustacdo do vinho, estes compostos
fendlicos sdo capazes de interagir e formar complexos preferencialmente com as
proteinas salivares PRP que, ao precipitarem, conduzem a sensacao de adstringéncia.
Estas proteinas tém sido bastante estudadas por varios investigadores estando disponivel
um conjunto apreciavel de informacdo sobre as suas diferentes classes, estruturas,

isoformas, caracteristicas (grau de afinidade com taninos), e genética.

De modo a perceber a probabilidade dos SNPs dos genes PRPS alterarem a
percecdo da adstringéncia, neste estudo foram utilizados métodos tradicionais de
sequenciagdo de DNA dos genes codificantes das PRPs numa populagdo humana

composta por 18 individuos.

Com base nos resultados obtidos, foi detetada variabilidade no exdo 3 dos
genes PRH2 e PRB4. No primeiro foram detetados 2 SNPs e no segundo 20 SNPs,
todos descritos na literatura. De acordo com a informac&o disponivel na base de dados,
estes exdes apresentam maior variabilidade descrita (17 e 72 SNPs descritos,
respetivamente) quando comparados com os restantes exdes selecionados. Deste modo,
estes resultados estdo concordantes com o esperado tendo em conta 0 numero preliminar

de individuos estudados.

Também neste estudo, foi avaliado e caracterizado o tipo de SNP detetado.
Assim, verificou-se que 77% dos SNPs detetados na populagdo pertenciam ao tipo
missense. Isto é, 77% dos SNPs levem a traducdo de um aminoacido diferente e
consequentemente a proteinas diferentes no seu contetldo em aminoacidos. Este fato é
de grande importancia visto que estas diferencas no conteddo em aminoacidos pode
alterar a estrutura e/ou funcdo da proteina, torna-la ndo funcional. No entanto, também
pode nédo apresentar qualquer efeito nesta. Para averiguar estes possiveis fendtipos seria
necessario efetuar outros estudos mais aprofundados e a nivel proteico. De qualquer
forma, os resultados obtidos aumentam a probabilidade destas diferengas nas proteinas
resultarem na alteracdo da interacdo das PRPs com os taninos dos vinhos e

consequentemente na modulacdo da sensacéo de adstringéncia.
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No seguimento deste trabalho, também foram comparadas as frequéncias
alélicas de alguns SNPs da populacéo teste (16 a 18 individuos) com as frequéncias a
nivel europeu e mundial (1000 genomas), disponiveis na base de dados. Os resultados
da populacéo teste, de maneira geral, foram concordantes com os resultados a nivel

europeu e mundial sugerindo um possivel padréo para determinados fenotipos.

Como trabalho futuro, sugere-se um estudo no sentido de investigar 0s
fendtipos associados aos SNPs ou um estudo semelhante mais aprofundado no sentido
de averiguar a diversidade genética das PRPs para uma populagdo mais significativa
(50-100 individuos).
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Tabela 1 — Codigo degenerado (adaptado, Cornish-Bowden, 1985).

Cddigo IUPAC Significado Complemento
A A T
C C G
. 6 66 . c
T/U T A
.~  AwC K
R AouG Y
s  CwGc 5
Y CouT R

H AouCouT D




