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RESUMO

Reconhece-se actualmente que o vinho tem propriedades benéficas no organismo
humano, sendo constituido por compostos que exercem uma influéncia positiva no
metabolismo dos individuos que o consomem com regularidade e moderacdo. O
resveratrol (trans-3,4’,5-trihidroxiestilbeno) € uma fitoalexina que esta presente em
diversos alimentos e bebidas, em particular no vinho tinto. Das varias classes de
polifendis existentes no vinho, o resveratrol (estilbeno) é um dos compostos mais
estudados do ponto de vista de importancia biol6gica, devido aos potenciais efeitos

benéficos para a saude humana.

Na primeira parte deste trabalho foi desenvolvido e validado um método analitico
sensivel, com vista a determinar, quantitativamente, as concentragdes de resveratrol
em amostras de vinhos tintos portugueses, utilizando a extracgdo em fase sélida
(SPE) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de diodos
(HPLC-DAD). Na segunda parte, foram implementadas técnicas, tais como, o0 método
de difusdo em disco e 0 método da microdiluicdo, que permitiram avaliar a actividade
antimicrobiana do resveratrol em diversos microrganismos, nomeadamente bactérias
Gram-positivas (Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis) e
Gram-negativas (Escherichia coli, Klebsiella pnemoniae, Salmonella typhimurium e
Pseudomonas aeruginosa). O efeito do resveratrol em bactérias Gram-positivas foi
também analisado, recorrendo-se as curvas de morte, de forma a tentar assim
compreender se o resveratrol actua como um agente bactericida ou bacteriostatico.
Analisou-se, ainda, a acc¢do do resveratrol em Bacillus cereus, recorrendo a
microscopia e a citometria de fluxo, de forma a tentar compreender o mecanismo de
accdo deste composto. Finalmente, foi também avaliada a actividade antimicrobiana
do resveratrol em diferentes estirpes de Helicobacter pylori, utilizando o método da
difusédo em disco e o método da diluicdo em agar. Para além disso, verificou-se a
hiptese do resveratrol e amostras de vinho tinto (devidamente quantificadas na
primeira parte deste trabalho) inibirem a actividade da urease de H. pylori, considerada
um dos principais factores de viruléncia deste microrganismo. Complementou-se,
ainda, o estudo analisando cineticamente a actividade da urease na presenca do

resveratrol.
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O método analitico foi validado de acordo com normas internacionalmente aceites
guanto a: especificidade, linearidade, limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdo
(LOQ), preciséo, exactidao, estabilidade e eficiéncia de extrac¢do. Verificou-se ainda a
aplicabilidade do método, analisando 186 amostras de vinhos tintos comerciais,
provenientes de diferentes regides, castas e anos. Os resultados obtidos
demonstraram que 0s niveis de trans-resveratrol nos vinhos tintos, variaram entre 0,05
e 10,9 pg/mL, enquanto que as concentragéo de cis-resveratrol variaram entre 0,04 e
8,71 ng/mL. No que diz respeito a actividade antimicrobiana do resveratrol, verificou-se
que este composto possui actividade contra todas as bactérias Gram-positivas em
estudo. Os resultados demonstraram que o resveratrol tem um efeito bacteriostatico
gque afecta o crescimento da célula bacteriana em todas as estirpes testadas. Quanto
ao mecanismo de acc¢do do resveratrol, os resultados obtidos sugerem que o
crescimento celular do Bacillus cereus foi inibido, o que por sua vez tera levado a
paragem da divisdo celular. Na ultima parte deste trabalho, confirmou-se a actividade
antibacteriana do resveratrol em diferentes estirpes de Helicobacter pylori. Para além
disso, quer o resveratrol, quer os vinhos tintos analisados demonstraram um efeito
inibitorio na actividade da urease de Helicobacter pylori. A andlise cinética revelou que

o resveratrol € um inibidor da urease ndo competitivo e reversivel.

O presente trabalho contribuiu por um lado, para o melhor conhecimento do teor de
resveratrol nos vinhos portugueses, e por outro demonstrou o potencial do resveratrol
como agente antibacteriano, podendo no futuro ter potenciais aplicacbes tanto na

conservacao dos alimentos como na terapia clinica.

PALAVRAS-CHAVE

Resveratrol, SPE, HPLC-DAD, Vinho Tinto, Actividade Antimicrobiana, Helicobacter

pylori, Urease
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ABSTRACT

It is now recognized that wine has beneficial properties for the human health, since it is
constituted by compounds that exert a positive influence on the individuals’
metabolism, provided that the consumption is moderate. The phytoalexin resveratrol
(3,4’,5-trihydroxistilbene) is commonly found in foodstuffs and drinks, particularly in red
wine. From the various classes of polyphenols presented in wine, resveratrol (stilbene)
is one of the most studied from the viewpoint of biological importance, due to the

possible beneficial effects on the human health.

In the first part of this work it was developed and validated a sensitive analytical
method for the quantitative analysis of resveratrol in portuguese red wines, using solid-
phase extraction (SPE) and liquid chromatography coupled with diode array detector
(HPLC-DAD). In the second part the antimicrobial activity of the compound was
evaluated by means of different techniques, such as the disc diffusion and microdilution
methods, and the studied microorganisms included Gram-positive (Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis) and Gram-negative (Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium and Pseudomonas aeruginosa)
bacteria. We also analyzed the effect of resveratrol on Gram-positive organisms using
time-kill assays, in order to understand whether resveratrol acts as a bactericide or
bacteriostatic. In order to understand the mechanism of action of this compound, its
action against Bacillus cereus was analysed by microscopy and flow cytometry. Finally,
the antimicrobial activity of resveratrol against different strains of Helicobacter pylori
was evaluated using both the disk diffusion and agar dilution methods. In addition, we
verified the ability of resveratrol and red wine samples (properly quantified in the first
part of this work) to inhibit the urease activity of H. pylori, since this is considered a
major virulence factor of this microorganism. Moreover, we complemented the study

analyzing kinetically urease activity in the presence of resveratrol.

The analytical method was fully validated according to internationally accepted
guidelines, regarding specificity, linearity, limits of detection (LOD) and quantification
(LOQ), precision, accuracy, stability and extraction efficiency. Once validated, the
methodology was applied to 186 commercial red wine samples from different regions,
grape varieties and vintage. The results showed that the content of trans-resveratrol in

red wines ranged from 0.05 to 10.9 pg/mL, while the concentration of cis-resveratrol
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ranged from 0.04 to 8.71 ug/mL. Regarding the antimicrobial activity of resveratrol, we
found that this compound has activity against all tested Gram-positive bacteria. The
results demonstrated that resveratrol has a bacteriostatic effect which affects bacterial
cell growth in all tested strains. As regards the mechanism of action of resveratrol, the
results suggest that cell growth of Bacillus cereus was inhibited, which may in turn stop
cell division. In the last part of this work, we confirmed the antibacterial activity of
resveratrol against different strains of Helicobacter pylori. Furthermore, both resveratrol
and red wines showed an inhibitory effect on urease activity of Helicobacter pylori. The
kinetic analysis revealed that resveratrol is a non-competitive and reversible inhibitor of

urease.

The present work contributed to the best knowledge of portuguese wines regarding the
levels of resveratrol, and demonstrated the possible use of this compound as an
antibacterial agent, and may in future have potential applications for both food

preservation and clinical therapy.

KEYWORDS

Resveratrol, SPE, HPLC-DAD, Red Wine, Antimicrobial Activity, Helicobacter pylori

Urease
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JUSTIFICACAO DO TEMA E OBJECTIVOS

Durante as ultimas décadas, os polifendis presentes nas uvas e no vinho tém atraido
consideravel atencdo da comunidade cientifica internacional, ndo s6 pelo seu
importante contributo para a qualidade dos vinhos, mas também pelo seu potencial
efeito benéfico para a saude (SPRANGER, I|. e SUN, B., 2007). Portugal possui uma
longa tradicdo enquanto produtor de vinho, e existem varias regides registadas que
produzem vinhos de qualidade com Denominacdo de Origem Controlada (DOC)

reconhecidas pela Unido Europeia.

Uma das classes de polifendis de natureza néo flavonéide, os estilbenos, dos quais se
destaca o resveratrol, tém sido objecto de intensa investigacdo nos ultimos anos,
essencialmente por se admitir que sdo compostos chave nos efeitos benéficos para a

salide humana.

O resveratrol (3,4’,5- trihidroxiestilbeno) tem vindo a ser identificado como um dos
principais compostos biologicamente activos presente ndo sé no vinho, como noutros
alimentos (JEANDET, P. [et al.], 1991); (GOLDBERG, D.M. [et al.], 1995c); (JEANDET,
P. [et al], 1995). Na uva, esta fitoalexina € sintetizada num processo induzido
especialmente em condi¢des de stress, trauma e infeccao microbioldgica, conferindo a
planta uma proteccdo contra diferentes doencas (SOLEAS, G.J. [et al.], 2001). O
resveratrol é sintetizado naturalmente na planta sob duas formas isoméricas: trans-
resveratrol (trans-3,5,4’-trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis-3,5,4’-
trinidroxiestilbeno). As concentragbes de cada um dos isdmeros em diferentes
variedades de uvas e 0s respectivos vinhos sdo extremamente variaveis, dependendo
da origem geografica, dos processos de vinificacdo, do clima e da presenca de
microrganismos (STERVBO, U. [et al.], 2007).

Diversos autores consideram o resveratrol como uma molécula de elevadas
potencialidades devido ao seu amplo espectro de beneficios para a saude,
nomeadamente o efeito antioxidante (FILIP, V. [et al.], 2003), anti-inflamatério (LEIRO,
J.M. [et al.], 2010), cardioprotector (BRADAMANTE, S. [et al.], 2004) e ainda, como um
qguimioprotector do cancro (JANG, M. [et al.], 1997); (ATHAR, M. [et al.], 2007). Assim
sendo, o resveratrol tem vindo a ser reconhecido como um dos compostos mais
importante, presente no vinho, pelo que muitos procedimentos analiticos tém sido

publicados visando a sua quantificagcédo em diversas amostras de vinho.
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Além das actividades acima descritas, o resveratrol tem vindo a ser objecto de estudo
relativamente & sua capacidade de inibir o crescimento de alguns microrganismos
patogénicos (DOCHERTY, J.J. [et al.], 2001); (CHAN, M.M.Y., 2002); (TEGOS, G. [et
al.], 2002) incluindo a actividade anti-Helicobacter pylori in vitro (MAHADY, G.B. e
PENDLAND, S.L., 2000); (DAROCH, F. [et al.], 2001); (MAHADY, G.B. [et al.], 2003);
(MURANQO, A. [et al.], 2005).

Helicobater pylori (H. pylori) € uma bactéria que habita 0 muco que cobre a superficie
do estdmago e tem sido implicada na etiologia de vérias patologias gastricas,
nomeadamente a gastrite crénica, Ulcera péptica, cancro gastrico e linfomas.
Recentemente, tem-se verificado que a maioria dos adultos (aproximadamente metade
da populagdo mundial) esta colonizada por H. pylori (DE VRIES, A.C. e KUIPERS,
E.J., 2007). Apesar de serem comercializados varios agentes antimicrobianos eficazes
contra H. pylori, o desenvolvimento de resisténcia a esses agentes, complica a
terapéutica da infec¢éo de H. pylori e € a causa mais comum para o insucesso da sua
erradicacdo (THYAGARAJAN, S.P. [et al.], 2003); (TORACCHIO, S. e MARZIO, L.,
2003).

Apesar de poucos, o0s estudos existentes, até a data, tém proposto que o resveratrol
inibe efectivamente o crescimento de H. pylori, pelo que este composto sera
particularmente atractivo na quimioprevencdo contra as diversas patologias
associadas a este microrganismo (MAHADY, G.B. e PENDLAND, S.L., 2000);
(DAROCH, F. [et al.], 2001); (ATHAR, M. [et al.], 2007).

Durante o ultimo século, os agentes antimicrobianos (antibiéticos e outros farmacos
relacionados) reduziram substancialmente a ameaca associada as doencas
infecciosas. No entanto, a adaptacdo dos microrganismos aos agentes
antimicrobianos usados fez com que o desenvolvimento, a proliferacdo e a
persisténcia da resisténcia antimicrobiana seja, actualmente, um dos maiores
problemas de saude publica, tornando urgente a descoberta de novos farmacos com
propriedades antimicrobianas (OVERBYE, K.M. e BARRETT, J.F., 2005); (BUTLER,
M.S. e BUSS, A.D., 2006)

O presente trabalho englobou duas partes distintas: por um lado uma vertente analitica
e por outro uma vertente microbiologica. Desta forma, os objectivos principais deste

estudo foram:
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Desenvolver um método analitico inovador e sensivel, com vista a determinar
os teores de resveratrol em amostras de vinhos tintos portugueses, na sua
maioria de Denominacéo de Origem Controlada (DOC) provenientes néo s0, da
regido da Beira Interior, mas também de outras regibes do pais,
nomeadamente da regido dos Vinhos Verdes, Douro, Alentejo, Ribatejo,

Bairrada, Dao e Peninsula de Setubal.

Comparar varios procedimentos extractivos recorrendo a uma extraccao
liquido-liguido (LLE) e uma extraccdo em fase solida (SPE), sendo o
resveratrol posteriormente detectado e quantificado utilizando a cromatografia

liguida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a um detector de diodos (DAD).

Estudar as propriedades antimicrobianas do resveratrol, avaliando a sua
capacidade de inibir o crescimento de alguns microrganismos patogénicos,

nomeadamente bactérias Gram-positivas e bactérias Gram-negativas.

Analisar a ac¢é@o do resveratrol em Bacillus cereus, recorrendo a microscopia
Optica, & microscopia electrénica de varrimento (SEM) e ainda a citometria de
fluxo, com o objectivo de tentar compreender o mecanismo de accdo deste

composto sobre este microrganismo.

Avaliar a actividade antimicrobiana do resveratrol em estirpes clinicas e de

referéncia de Helicobacter pylori.

Verificar a hip6tese do resveratrol e amostras de vinho tinto (devidamente
gquantificadas na primeira parte deste trabalho), inibirem a actividade da urease
de H. pylori, considerada um dos principais factores de viruléncia deste

microrganismo.

Caracterizar cineticamente a actividade da urease na presenca do resveratrol.
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1. RESVERATROL

1.1. DESCOBERTA HISTORICA

A palavra resveratrol tem origem latina, onde “res” significa “procede de”, “veratrum”
designa a planta onde foi inicialmente descoberto o composto e “ol” indica a presenca

de grupos alcool na sua estrutura.

O resveratrol foi identificado pela primeira vez em 1940, nas raizes de um tipo de lirio,
denominado por heléboro branco (Veratrum grandiflorum O. Loes) (TAKAOKA, M.,
1940) e, posteriormente, nas raizes do Polygonum cuspidatum (NONOMURA, S. [et
al.], 1963). Esta ultima planta € utilizada na medicina tradicional chinesa e japonesa no
tratamento da dermatite supurativa, gonorréia, pé de atleta (Tinea pedis), e
dislipidemia (SOLEAS, G.J. [et al.], 1997a). Anos mais tarde, em 1976, o resveratrol foi
identificado nas uvas da espécie Vitis vinifera (LANGCAKE, P. e PRYCE, R.J., 1976),
pelo que vérios estudos tém vindo a descrever a presenca de resveratrol
principalmente na pelicula da uva (CREASY, L.L. e COFFEE, M., 1988); (JEANDET,
P. [et al.], 1991).

Porém, se até 1992 o resveratrol atraia pouco interesse da comunidade cientifica, a
partir deste ano, este composto foi identificado como sendo o principal responséavel
pelos efeitos cardioprotectores do vinho tinto (SIEMANN, E.H. e CREASY, L.L., 1992).
Esta descoberta teve lugar no momento em que estudos epidemiolégicos
evidenciavam que o consumo moderado de vinho diminuia o risco de doencas
coronarias, 0 que levou a compreensao do chamado “Paradoxo Francés”, segundo o
gual haveria uma correlacéo inversa entre 0 consumo de vinho tinto e a incidéncia de
doencas coronarias, 0 que explicaria uma taxa de doencas cardiovasculares
surpreendentemente baixa, em Franca (RENAUD, S. e DELORGERIL, M., 1992);
(KOPP, P., 1998).

Desde entdo, dezenas de trabalhos sé@o publicados anualmente demonstrando que o
resveratrol pode prevenir ou diminuir a progressdo de diversas doencas,
nomeadamente, o cancro (JANG, M. [et al.], 1997), as doencas cardiovasculares
(BRADAMANTE, S. [et al.], 2004) e neurodegenerativas (JANG, J.H. e SURH, Y.J.,
2003); (ZAMIN, L.L. [et al.], 2006). Tem vindo, ainda, a ser evidenciado que o

resveratrol pode mimetizar os efeitos da restricAo caldrica e prevenir diversos
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processos de envelhecimento, aumentando a longevidade (BAUR, J.A. e SINCLAIR,
D.A., 2006).

1.2. BIOSSINTESE DO RESVERATROL

Nas uvas, o resveratrol, € normalmente sintetizado na pelicula, sendo o pico da sua
sintese alcangado durante o ciclo de formagéo e maturacdo das uvas (JEANDET, P.
[et al.], 1991); (SUN, B. [et al.], 2006); (MORENO, A. [et al.], 2008). A enzima principal
na biossintese do resveratrol é a estilbeno sintetase (RUPPRICH, N. e KINDL, H.,
1978), que ¢é activada em resposta a factores de stress exdgenos, tais como, radiacao
ultravioleta, ataque de fungos patogénicos e agentes quimicos. Esta enzima catalisa a
reaccdo entre uma molécula de p-cumaril-coenzima A e trés moléculas de malonil-
coenzima A (Figura 1), levando a sintese do resveratrol na area afectada (SOLEAS,
G.J. [et al.], 1997a); (JEANDET, P., 2002); (SIGNORELLI, P. e GHIDONI, R., 2005).

HO
o) (o]

SCoA SCoA

p-cumaril-CoA malonil-CoA

3 CoASH + 3 CO,

CoASH + CO,
OH
HO\@/\/Q/

OH

trans-resveratrol

—

Figura 1- Biossintese do resveratrol (adaptado de (SIGNORELLI, P. e GHIDONI, R., 2005)).
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Na uva, o resveratrol € sintetizado na pelicula do fruto em concentracbes que
dependem de diversos factores, como o tipo, a intensidade e a duracéo do stress sob
o qual se encontra a videira durante a fase frutifera, ou ainda do estagio de
desenvolvimento do fruto (PAN, Q.H. [et al.], 2009). O stress pode ser originado por
factores bidticos como por exemplo lesdes na uva decorrentes da accdo fungica,
principalmente pela espécie Botrytis cinerea e por factores abidticos, como a
exposicao a radiacdo ultravioleta (ADRIAN, M. [et al.], 1996); (DOUILLET-BREUIL,
A.C. [et al.], 1999) e agentes quimicos (ADRIAN, M. [et al.], 1996). Assim, para a
obtencdo de elevadas concentracbes de resveratrol nas uvas sdo de extrema
importancia as condi¢cbes de viticultura, a origem geografica, os factores ambientais e
ainda, as variedades da uva (GOLDBERG, D.M. [et al.], 1995a).

1.3. PROPRIEDADES FisicO-QUIMICAS

Os estilbenos constituem uma das familias de compostos polifendlicos, presentes nas
uvas e consequentemente em produtos derivados das mesmas, como o0 vinho. Estes
compostos caracterizam-se por possuirem um esqueleto de carbonos caracteristico
Cs-C,-Cs que comporta dois anéis benzénicos, geralmente ligados por uma cadeia
com um etano ou um etileno, sendo o resveratrol um dos principais compostos

pertencente a classe dos estilbenos.

Quimicamente o resveratrol é designado por 3, 47, 5, -trihidroxiestilbeno e existe na
natureza sob duas formas isoméricas, denominadas por trans (A) e por cis-resveratrol
(B) (Figura 2). O isémero trans-resveratrol € convertido em cis-resveratrol na presenca
de radiacao ultravioleta (LOPEZ-HERNANDEZ, J. [et al.], 2007), e ambos 0s isbmeros
estdo presentes em quantidades variaveis nos vinhos comerciais (GOLDBERG, D.M.
[et al.], 1995Db).

B
OH CH X
HO

OH

OH OH

Figura 2- Estrutura quimica dos isémeros (A) trans- e (B) cis-resveratrol.
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Quanto aos parametros fisico-quimicos, o resveratrol apresenta-se sob a forma de
cristal de cor branca, com férmula molecular C14,H;,03, € respectiva massa molecular
de 228 g/mol, ponto de fusdo entre 253°C e 255°C, e pKa de 9,14. Possui elevada
solubilidade em diversos solventes orgéanicos, tais como, etanol, metanol,
dimetilsulféxido, acetona e acetonitrilo, e apresenta uma baixa solubilidade em &gua
(0,03 mg/mL). No que diz respeito a estabilidade, deve ser armazenado entre 0s 2°C e
0s 8°C e devidamente protegido da luz (BUDAVARI, S., 1996).

Ambos, o trans- e o cis-resveratrol podem também ser encontrados nas plantas sob a
forma glicosilada (ligados a uma molécula de glucose), como por exemplo o
resveratrol-3-O-B-glucésido comummente designado por piceid (SUN, B. [et al.], 2006).
Na Figura 3 encontram-se representados alguns dos derivados mais comuns de
resveratrol.

OH OH 0
HO ° HO
HO o) HO = o X
OH
OH OH O

trans-resveratrol-3-0-B-glucésido cis-resveratrol-3-0-B-glucdsido OH
piceid
o)
HO OH OH
o)
o HO \/(:[
HO 0 OH
OH
OH OH
trans-resveratrol-3-O-8-glucuronido piceatanol
OH OH
"03S0 v©/ CH30 VO/
OH OCHj
trans-resveratrol-3-sulfato pteroestilbeno

Figura 3- Derivados do resveratrol (adaptado de (TOSUN, I. e INKAYA, A.N., 2010)).
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1.4. PRINCIPAIS FONTES DE RESVERATROL

O resveratrol é uma fitoalexina (classe de compostos cuja sintese é induzida em
condi¢cdes de stress e em condigbes ambientais adversas) (LANGCAKE, P. e PRYCE,
R.J., 1976); (SOLEAS, G.J. [et al.], 2001), sendo produzido naturalmente por varias
familias de plantas. Aproximadamente 72 espécies de plantas distribuidas por 31
géneros e 12 familias foram descritas como capazes de sintetizar facilmente o
resveratrol (TOSUN, I. e INKAYA, A.N., 2010). Dessas plantas destacam-se, devido
aos seus reconhecidos efeitos terapéuticos, o amendoim (Arachis hypogacea,
Fabaceae) (CHUKWUMAH, Y. [et al], 2009), o eucalipto (Eucalyptus wandoo,
Myrtaaceae) (HATHWAY, D.E. e SEAKINS, J.W., 1959), o Kon-jo-kon (Polygonum
cuspidatum) (DU, F.Y. [et al.], 2007) e a uva (Vitis vinifera e Vitis labrusca, Vitaceae)
(LANGCAKE, P. e PRYCE, R.J., 1976); (JEANDET, P. [et al.], 1991); (DOUILLET-
BREUIL, A.C. [et al.], 1999); (FREMONT, L., 2000). Na Figura 4 encontram-se
representadas algumas espécies de plantas e frutos com capacidade de sintetizar

naturalmente o resveratrol.

Ry, WSS

o o
ccinum sp.

Vitis vinifera Veratrum Vaccinum sp.
Amora Vitis labrusca  grandiflforum Mirtilo Oxicoco
Uva -
Cassia sp. HOY, = - OH Artocarpus sp.
Familia Leguminosae O‘ N 4\)" Jaca

v’ Resveratrol

Rheum rhaponticum

[, ’
. Eucaliptos

Veratrum sp.

Gnetum Picea sp. Bauhinea sp. Pinus sylvestris
montanum Pinheiro

Figura 4- Fontes de resveratrol (adaptado de (SHISHODIA, S. e AGGARWAL, B.B., 2006)).
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As espécies de videiras Vitis vinifera e Vitis labrusca possuem uma elevada
capacidade de sintetizar o resveratrol (FREMONT, L., 2000) destacando-se as
variedades Pinot Noir, Merlot e Carbenet Sauvignon (GOLDBERG, D.M. [et all],
1995b); (ROMERO-PEREZ, A.l. [et al.], 2001). Assim, as uvas juntamente com todos
0s seus produtos industrializados constituem importantes fontes de resveratrol (PAN,
Q.H. [et al.], 2009).

Com o crescente desenvolvimento e adaptacBes das metodologias tem vindo a ser
possivel isolar e caracterizar o resveratrol em diferentes amostras tais como, produtos
alimentares (SOUTO, A.A. [et al.], 2001); (CARERI, M. [et al.], 2003); (WANG, S.Y. [et
al.], 2007) e amostras biologicas ap0s administragdo de alimentos e solugbes com
elevado teor de resveratrol (WALLE, T. [et al.], 2004).

Na Tabela 1 encontram-se representadas as diferentes concentracbes de trans-

resveratrol, presentes em alimentos que fazem parte da dieta humana.
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Tabela 1- Niveis de trans- resveratrol presentes em diversos alimentos.

Concentracéo de

Fonte trans- resveratrol Referéncia
(Hg/mL)
Mirtilo 0,03 (LYONS, M.M. [et al.], 2003)
Uva (Oklizgozi, Tinta) 0,10 (GURBUZ, O. [et al.], 2007)
Morango 0,11 (WANG, S.Y. [et al.], 2007)
Amendoins Torrados (Yeojoo) 0,13 (LEE, S.S. [et al.], 2004)
Uva (Emir, Branco) 0,29 (GURBUZ, O. [et al.], 2007)
Amendoim (Jeokwang) 0,30 (LEE, S.S. [et al.], 2004)
Manteiga de Amendoim 0,30 (BURNS, J. [et al.], 2002)
Amendoim (Virginia NC-18016) 0,31 (SANDERS, T.H. [et al.], 2000)
Chocolate negro 0,40 (COUNET, C. [et al.], 2006)
Vinho (Emir, Branco) 1,20 (GURBUZ, O. [et al.], 2007)
Pistachio (Siirt) 1,53 (TOKUSOSOLO%’) O. fetal],
Pistachio (Ohali) 1,67 (TOKUSOZGOLO%’) O. fetal],
Vinho (Carbenet Sauvignon, Tinto) 1,70 (STERVBO, U. [et al.], 2007)
Amendoim (Espanha) 1,79 (SANDERS, T.H. [et al.], 2000)
Groselha 1,90 (CHIOU, A. [et al.], 2007)
Amendoim (Cerezlik 5025) 1,92 (TOKUSOSOIE)%’)O' [etal],
Vinho (Merlot, tinto) 2,80 (STERVBO, U. [et al.], 2007)
Vinho (Pinot Nair, tinto) 3,60 (STERVBO, U. [et al.], 2007)
Lapulo 6,00 (JERKOVIC,Z\(;(.)%COLLIN, S,

Fonte: (TOSUN, I. e INKAYA, A.N., 2010)

O resveratrol é, pois, uma fitoalexina que se encontra presente em diversos produtos

alimentares e a mais amplamente analisada.

1.4.1. VINHO

As bases cientificas que permitiram evidenciar as qualidades e potencialidades do
vinho tiveram inicio em 1924, a partir da fundacéo da Organization Internacional de la
Vigne et du Vin (OIV). A primeira missdo que Ihe foi atribuida consistiu na elaboragéo

de um plano de experiéncias cientificas de modo a evidenciar as qualidades higiénicas
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do vinho e os seus efeitos benéficos na saude humana (REGO, D. e RODRIGUES, C.,
2005).

Desde entédo, tém vindo a ser desenvolvidos diversos trabalhos sobre os efeitos do
consumo moderado de vinho na salude humana (SOLEAS, G.J. [et al.], 1997b);
(LUZZA, F. [et al], 1998); (DE LORIMIER, A.A., 2000); (SAVINO, M. [et al.], 2007);
(TOSUN, I. e INKAYA, A.N., 2010).

No geral, os principais constituintes do vinho séo: agua (80-85%), alcoois (10-17%),
acucares (0,1-10%), &cidos organicos (0,4-1,0%), polifendis (0,01-0,5%) e sais (0,2-
4,0%). Cada uma destas classes é composta por dezenas, ou até mesmo centenas de
compostos quimicos. Assim, a obtencdo de um vinho de alta qualidade pressupdem
um profundo conhecimento dos compostos quimicos naturais presentes nas uvas,
bem como dos processos envolvidos na elaboragdo do vinho e dos equipamentos
utilizados.

A presenca de resveratrol tem vindo a ser detectada em varios tipos de vinho, sendo a
sua concentracdo dependente de varios factores, tais como, tipo de casta utilizada,
origem geogréfica, tipo de vinho, praticas enoldgicas, condigdes climatéricas e grau de
contaminacdo da planta por Botrytis cinerea, fungo responséavel pela podriddo das
uvas (STERVBO, U. [et al.], 2007).

As diferentes concentracdes de trans-resveratrol podem ainda ser influenciadas pela
propria capacidade intrinseca de sintese da casta utlizada. Assim, altas
concentracdes (10 pg/mL) encontram-se, principalmente, em vinhos que tiveram
contacto prolongado entre o0 mosto e a pelicula, e menores concentragdes (0,3 pg/mL)
geralmente estao presentes em vinhos brancos. Normalmente, o conteudo de trans-
resveratrol nos vinhos situa-se entre 0,1 — 14,3 ug/mL, ndo exercendo influéncia nas
caracteristicas sensoriais (RODRIGUEZ-DELGADO, M.A. [et al.], 2002); (MARK, L. [et
al.], 2005). De salientar que, nos vinhos tintos a concentracdo de resveratrol é superior
a dos vinhos brancos (SIEMANN, E.H. e CREASY, L.L., 1992).

Um artigo de revisdo recente (STERVBO, U. [et al.], 2007) descreve um estudo
comparativo das concentracdes de resveratrol em amostras de vinho tinto
provenientes de diversos paises. O referido trabalho pde em evidéncia os diferentes
niveis de trans- e cis-resveratrol, e respectivos glucésidos (trans- e cis-piceid)

baseando-se num total de 31 artigos. Assim, em diferentes vinhos monovarietais, 0s

10



Capitulo | - Reviséo da Literatura
e

niveis de resveratrol mais elevados foram encontrados em vinhos provenientes das
castas: Pinot Noir, St. Laurent, Marzemino, Merlot e Blaufrankisch, com niveis de
trans-resveratrol na ordem dos: 3,6 pg/mL, 3,2 pg/mL, 3,0 pg/mL, 2,8 ug/mL e 2,6
pg/mL, respectivamente (STERVBO, U. [et al.], 2007). No que diz respeito aos vinhos
provenientes de varias regides, neste artigo de revisao, verifica-se que o valor médio
dos niveis de trans-resveratrol varia substancialmente de regido para regido. O valor
médio da concentracdo de trans-resveratrol, baseado em 511 amostras de 18 paises
diferentes, foi de 1,9 pg/mL (STERVBO, U. [et al.], 2007), sendo que o teor mais
elevado de trans-resveratrol foi de 14,3 pg/mL, quantificado num vinho tinto hangaro
(MARK, L. [et al.], 2005). No entanto, de acordo com a literatura consultada existe um
estudo posterior que obtém um nivel de resveratrol de 57,7 pug/mL num vinho tinto
portugués (PAIXAO, N. [et al.], 2008).

As diferengas observadas, quer em termos da variedade de castas, quer em termos
das diferentes regides, poderdo ser explicadas tendo em conta factores de stress
exogenos, bem como as diferentes técnicas de vinificacdo a que séo sujeitas as
diferentes amostras de vinho tinto (BAVARESCO, L., 2003). Quanto aos niveis médios
da concentracdo de cis-resveratrol verificou-se que s&o inferiores aos do trans-
resveratrol (STERVBO, U. [et al.], 2007).

Uma vez que o presente estudo incide sobre a andlise do resveratrol em amostras de
vinhos tintos portugueses, na Tabela 2 apresenta-se uma revisdo bibliografica de
todos os estudos realizados até a data. De salientar que os niveis de trans- resveratrol
em amostras de vinho tinto portugués possuem uma média de 1,7 pg/mL, e em

Portugal continental uma média de 1,3 pg/mL.

11
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Tabela 2- Niveis de resveratrol presentes em vinhos tintos portugueses.

Ndamero

Concentracdo média

de Regiéo Castas Ano (hg/mL) - Referéncia
Amostras trans- CIS-
resveratrol resveratrol
. (PEREIRA, V.
4 Madeira blend ND 0,98 ND [et al.], 2010)
(RUDNITSKAY
14 Madeira blend ND 0,17 ND A, A [etall],
2010)
Peninsula (BRAVO, M.N.
3 de Setdibal blend 2004 0,10 ND [et al.], 2008)
. monovarietal (PAIXAO, N. [et
5 Madeira e blend 2004 19,60 ND al], 2008)
. . (NAVE, F. [et
1 Alentejo monovarietal 2005 1,47 ND al], 2007)
. (RATOLA, N.
47 Alentejo blend 1999 0,69 ND [et al.], 2004)
. i (BAPTISTA,
36 12 Regides Monovarietal 1993 2,01 0,43 JAB. [etal],
blend 1998
2001)
monovarietal (LIMA, M.T.R.
39 ND blend ND 1,06 2,50 [et al], 1999)
(GU, X. [etall],
1 Porto ND ND 2,26 0,60 1999)
(GOLDBERG,
26 ND ND ND 1,64 ND D.M. [et al],
1995c¢)

ND- Nao Determinado

Uma vez que o resveratrol é produzido em resposta a factores exdégenos prevé-se que

0S seus niveis no vinho tinto variem entre regides e anos de colheita, sendo que varias

publicagbes pdem grande énfase neste facto (GOLDBERG, D.M. [et al.], 1995c);
(GOLDBERG, D.M. [et al], 1996); (MARTINEZ-ORTEGA, M.V. [et al], 2000).

Contudo, durante o processo de producao de vinho vérios factores podem afectar os

niveis de trans-resveratrol no vinho tinto, tais como, um aumento da temperatura, um

aumento nos niveis de SO, e /ou uma diminui¢cdo no pH, o que resulta em elevados
niveis de resveratrol (TRELA, B.C. e WATERHOUSE, A.L., 1996); (NETZEL, M. [et
al.], 2003); (GAMBUTI, A. [et al.], 2004).
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1.5. BIODISPONIBILIDADE

Nos ultimos dez anos tém sido realizados varios estudos, in vitro, in vivo e ex vivo, que
pretendem esclarecer a disposi¢cdo, metabolismo e consequente biodisponibilidade do
resveratrol. Em todos os modelos testados, o resveratrol demonstrou ser rapidamente
absorvido apds administracdo oral, sendo que esta absorcdo ndo é favorecida por
conteudos alcodlicos semelhantes aos observados no vinho tinto (BERTELLI, A.A. [et
al.], 1996); (ANDLAUER, W. [et al.], 2000); (KUHNLE, G. [et al.], 2000); (SOLEAS, G.J.
[et al.], 2001); (GOLDBERG, D.M. [et al.], 2003); (MENG, X.F. [et al.], 2004); (WALLE,
T. [et al.], 2004). O resveratrol atinge concentragbes plasméticas méaximas aos 15
minutos em ratinhos e entre 30 a 60 minutos em humanos (SOLEAS, G.J. [et al.],
2001); (YU, C. [et al.], 2002); (GOLDBERG, D.M. [et al.], 2003); (WALLE, T. [et al.],
2004). Uma vez absorvido, o resveratrol € metabolizado, quer nas células intestinais,
quer no figado, sendo o resveratrol-3-glucurénido e o resveratrol-3-sulfato (Figura 3),
os principais metabolitos identificados (DE SANTI, C. [et al.], 2000a); (DE SANTI, C.
[et al.], 2000b); (YU, C. [et al.], 2002); (GOLDBERG, D.M. [et al.], 2003); (MENG, X.F.
[et al.], 2004); (WALLE, T. [et al.], 2004). Estes constituem as principais formas de

resveratrol circulante no plasma.

Em humanos, tem sido sugerida uma recirculagdo entérica dos metabolitos
conjugados apos hidrélise intestinal (WALLE, T. [et al.], 2004). Esta hipétese é apoiada
por estudos em ratinhos onde se observou que a recirculagdo entero-hepatica é
responsavel pela exposicao sistémica global do resveratrol e dos seus glucurénidos
(MARIER, J.F. [et al.], 2002); (WALLE, T. [et al.], 2004). O resveratrol e 0s seus
metabolitos distribuem-se por varios érgaos, nomeadamente o figado, o coragcéo e 0s
rins (BERTELLI, A.A.E. [et al.], 1998), sendo os rins a principal via de excregao
(SOLEAS, G.J. [et al.], 2001); (YU, C. [et al.], 2002); (GOLDBERG, D.M. [et al.], 2003);
(WALLE, T. [et al.], 2004). Todos os estudos em humanos foram realizados com um
baixo numero de individuos, o que podera constituir um problema dada a variabilidade
inter-individual na metabolizacdo de xenobidticos. No entanto, a auséncia de
diferencas significativas nos resultados obtidos entre espécies diferentes, parece

reduzir o significado dos resultados obtidos em humanos.

Apesar de varios esforcos despendidos na tentativa de obter conhecimentos in vivo
acerca da absorcdo, do metabolismo e da distribuicdo do resveratrol nos diversos
tecidos, os estudos debatem-se com diversas dificuldades, tais como, na deteccdo e

gquantificacdo do resveratrol devido a sua rapida absorcdo pelo intestino, na limitada

13
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estabilidade dos metabolitos, na ampla distribuicdo pelos érgdos apos a ingestao e na
rapida eliminacdo (LEONARD, S.S. [et al.], 2003). Actualmente, existem fortes
evidéncias de que o resveratrol acumulado nas células epiteliais ao longo do tracto
gastrointestinal, em conjunto com os metabolitos formados, acarreta beneficios para a
saude (WALLE, T. [et al.], 2004). Contudo, o impacto de componentes da dieta na

biodisponibilidade do resveratrol permanece por esclarecer.
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2. IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO DO RESVERATROL

Uma revisdo aprofundada da literatura evidencia os avan¢os ha instrumentacao e
metodologia analitica aplicadas aos compostos fendlicos, particularmente o resveratrol
e respectivos derivados presentes nos vinhos. Nos Ultimos anos diversos trabalhos
tém sido efectuados com vista a optimizacdo das condicbes de preparacdo da

amostra, nomeadamente no que se refere a utilizacdo de modos de extraccdo e

analise adequados (Figura 5).

— Alimentos/Bebidas/Plantas

Pré-tratamento da Amostra

*LLE
*SPE
*ID
*SPME
+SBSE

= Analise Intrumental

*GC-MS
*LC (UV, DAD, FLD, ED, MS)
*CE (UV, DAD, FLD, ED, MS)

Figura 5- Metodologias utilizadas na determinacdo de resveratrol em alimentos, bebidas e
plantas. Abreviaturas: LLE, extrac¢do liquido-liquido (liquid-liquid extraction); SPE, extrac¢do
em fase sdélida (solid-phase extraction); ID, injeccdo directa; SPME, microextraccdo em fase
sélida (solid phase micro-extraction); SBSE, extraccdo sortiva em barra de agitacdo; GC-MS,
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (gas chromatography-mass
spectrometry); LC, cromatografia liquida (liqguid chromatography); DAD, detector de diodos
(diode array detector); FLD, detector de fluorescéncia (fluorescence detector); ED, detector
electroquimico (electrochemical detector); MS, espectrometria de massa (mass spectrometry) e
CE, electroforese capilar (cappilary electrophoresis).

Na andlise do resveratrol em vinho tém sido utilizadas técnicas de extrac¢do liquido-
liquido (LLE) (CELOTTI, E. [et al.], 1996); (RODRIGUEZ-DELGADO, M.A. [et al.],
2001); (DIAZ, T.G. [et al.], 2007); (NAVE, F. [et al.], 2007); (BRAVO, M.N. [et al],
2008); (FANZONE, M. [et al.], 2010) de extrac¢cdo em fase sélida (SPE) (GAMOH, K. e
NAKASHIMA, K., 1999); (BAPTISTA, J.A.B. [et al.], 2001); (DOMINGUEZ, C. [et al.],
2001); (GEROGIANNAKI-CHRISTOPOULOU, M. [et al.], 2006); (MERCOLINI, L. [et
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al.], 2008), injeccao directa (sem preparacdo prévia da amostra) (GOLDBERG, D.M.
[et al], 1996); (LOPEZ, M. [et al], 2001); (LA TORRE, G.L. [et al], 2006); (DE
QUIROS, A.R.B. [et al.], 2007); (FEIJOO, O. [et al.], 2008) e, mais recentemente, a
microextrac¢do em fase sélida (SPME) (VINAS, P. [et al.], 2008); (VINAS, P. [et al.],
2009) e a extraccéo sortiva em barra de agitagao (SBSE) (VINAS, P. [et al.], 2008). De
um modo geral, as amostras de vinho séo filtradas e/ou centrifugadas e injectadas
directamente no sistema de separacdo, ou mais frequentemente os analitos séo
isolados utilizando a extrac¢do liquido-liquido (LLE) ou a extraccdo em fase sélida
(SPE). A elevada complexidade das amostras de vinho torna essencial a optimizacao
da sua preparacdo utilizando nos processos extractivos diferentes solventes como
metanol, etanol, isopropanol, acetonitrilo, acetato de etilo, éter dietilico e

diclorometano.

ApOs a preparacdo da amostra, um dos passos criticos consiste na seleccdo da
metodologia analitica mais adequada para a identificagéo e quantificacdo do composto
em estudo. Técnicas analiticas modernas, como a micro cromatografia liquida de alta
eficiéncia (u-HPLC) (DUGO, G. [et al.], 2006); (FAN, E. [et al.], 2008), a cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS-MS) (CANTOS, E. [et al.], 2003);
(VLASE, L. [et al.], 2009) e/ou a ressonancia ciclotrénia de iBes com transformada de
Fourier (FTICR-MS)) (JIANG, L.Y. [et al.], 2010), a desadsor¢éo por laser assistida por
matriz acoplada a espectrometria de massa (MALDI-MS) (SPACIL, Z. [et al.], 2009), a
laser desorption coupled with resonance-enhanced multiphoton ionization and time-of-
flight mass spectrometry detection (LD-REMPI-TOFMS) (OREA, J.M. [et al.], 2001);
(SANCHEZ, J.B.J. [et al.], 2005) e a eletroforese capilar (CE) (DOBIASOVA, Z. [et al/],
2002); (SPANILA, M. [et al.], 2005), tém fornecido dados importantes sobre a deteccéo
do resveratrol em amostras de vinho. Contudo, é importante salientar que a analise
deste composto, em amostras de produtos da vinha e do vinho é complicada dada a
grande diversidade de compostos e os diferentes teores em que estdo presentes. A
cromatografia liquida é pois, a técnica de eleicdo para separar e quantificar o
resveratrol em vinhos e seus derivados. A separacdo cromatografica é efectuada, na
maioria dos trabalhos, com colunas de fase reversa C;gs com sistemas de solventes
binarios (eluicdo por gradiente), usando como eluentes agua acidificada e um solvente
organico polar como o acetonitrilo ou metanol (CANTOS, E. [et al.], 2000); (CANTOS,
E. [et al.], 2000); (BELLOMARINO, S.A. [et al.], 2010); (CVEJIC, J.M. [et al.], 2010);
(PEREIRA, V. [et al.], 2010). Métodos de deteccdo espectroscopicos que envolvem
radiagdo da zona UV e visivel (RODRIGUEZ-DELGADO, M.A. [et al.], 2001); (VIAN,
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M.A. [et al.], 2005); (TAROLA, A.M. [et al.], 2007); (LA TORRE, G.L. [et al.], 2006) tém
sido bastante utilizados dado que o resveratrol apresenta absor¢cdo caracteristica
nesta regido do espectro e, deste modo, pode ser faciimente detectado. Outros
métodos de detecgdo utilizados sé&o o detector de fluorescéncia (SANCHEZ, J.B.J. [et
al.], 2005); (DE QUIROS, A.R.B. [et al.], 2007) e o detector electroquimico (ZHU, Y.X.
[et al.], 2000); (KOLOUCHOVA-HANZLIKOVA, 1. [et al.], 2004).

A cromatografia liquida é sem duvida a técnica analitica mais utilizada devido aos
avancos tecnolégicos que tem sofrido, nomeadamente o0 acoplamento com a
espectrometria de massa. De facto, esta técnica tem sido aplicada na analise de trans-
resveratrol ndo sé em amostras de vinho tinto como também nas uvas e em produtos
da vinificagdo (CARERI, M. [et al.], 2003); (BRAVO, M.N. [et al.], 2008); (BUIARELLI,
F. [et al.], 2006); (PUSSA, T. [et al.], 2006). No ambito do presente trabalho, embora
inicialmente estivesse previsto comparar duas metodologias analiticas para a
guantificacéo de cis- e trans- resveratrol em amostras de vinho tinto, foi verificado no
caso do LC-MS, o aparecimento de carryover no espectrometro de massa, pelo que
apés cada injeccdo era necessario efectuar diversas limpezas, aumentando
consideravelmente o tempo entre cada andlise. Deste modo, foi utilizada como técnica
analitica a cromatografia liquida acoplada a um detector de diodos (HPLC-DAD),
sendo esta também uma técnica muito utilizada. De um modo geral, podemos afirmar
gue a sensibilidade é inferior a demonstrada com um detector de espectrometria de
massa, no entanto como se pode verificar no artigo | do capitulo Il- parte experimental
deste trabalho, para as concentragfes normalmente detectadas dos compostos em
estudo em amostras de vinho, esta revelou ser uma técnica sensivel, sem efeitos de

carryover e com custos adicionais inferiores.

No que diz respeito, a cromatografia gasosa com espectrometria de massa, embora
existam estudos reportados na literatura, este método de andlise acarreta alguns
inconvenientes na determinagdo do resveratrol em amostras de vinho. De salientar a
necessidade de efectuar uma derivatizagdo prévia da amostra, a fim de aumentar a
volatilidade deste composto, e ainda dependendo da metodologia utilizada, podera
resultar numa certa isomerizagéo do trans-resveratrol em cis-resveratrol (TRELA, B.C.
e WATERHOUSE, A.L., 1996).

Na Tabela 3 apresenta-se uma revisdo da literatura, dos artigos publicados em
revistas com arbitragem cientifica, das principais metodologias analiticas utilizadas na

determinacdo de resveratrol em amostras de vinho e seus derivados. Para tal,
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utilizaram-se as bases de dados de artigos cientificos, Pubmed e ISI Web of

Knowledge, com as palavras-chave ‘resveratrol”, "wine” e “analytical methods”.
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Volume Método
de Fase Fluxo . G LOD; LOQ a
Amostra de Eluentes P ; Técnica Analitica Referéncia
amostra E x Estacionaria  (mL/min) (ng/mL)
xtracgao
(mL)
Chromolith
Gradiente: solvente A metanol e Performance
Vinho v ; L RP-18e (100 HPLC-CID (BELLOMARINO,
. 0,020 ID solvente B Acido trifluoroacético . 3,0 ND
australiano (0,1%, VIv) mm x4,6 mm); LC-MS S.A. [et al.], 2010)
B Merck, Kilsyth,
Vic., Australia
Coluna Nova-
f . (GODOY-
Vinho tinto LLE !SC.JCYatICO.' r_nlstura aceton|tr.|lo Pak Cyg, (150 HPLC-DAD 0,018/0,030: CABALLERO
. 0,5 acido fosférico (0,04%), (18:82, mmx3,9 mm, ND
comercial SPE ) HPLC-FLD ND MDEL, P. [et al.],
viv) 4um); Waters
! 2010)
Millipore
thjr:ggg:)n;o, Gr_adiente:_ solvente A: acetonitrilo-
rosé de 5 SPE acido acetlco—'agua (29{2:7?, y/v/v), Coluna de fase 1,0 HPLC-DAD 0.02 (CVEJIC, J.M. [et
; solvente B: acetonitrilo-acido reversa Cig al.], 2010)
origem N -
S acético-agua (90:2:8, v/viv)
sérvia
Coluna de fase
Gradiente: solvente A, dgua/acido reversa Nova-
Vlnhp 50 LLE a}cetlco (98:2_, \.//v),e.solven,t_e B, Pak C15 (300 1,0-1,2 HPLC-DAD ND (FANZONE, M. [et
argentino agua/acetonitrilo/acido acético, mm x 3,9 mm, 4 al.], 2010)
78:20:2, vIviv) um); Waters
Corp.; T=20°C
Coluna de fase
Isocratico: 43% metanol e 57% reversa Cg (150 LC-MS-MS (JIANG, L.Y. [et al.],
Uvas 1Kg LLE agua mm x 4,6 mm, 5 0.7 FTICR-MS ND 2010)

pm)
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Volume .
de Método Fase Fluxo  —. . . LOD;LOQ -
Amostra de Eluentes SO ; Técnica Analitica Referéncia
amostra ~ Estacionaria  (mL/min) (ug/mL)
Extraccao
(mL)
Vinhos
Coluna BP-5 )
br‘;‘i:‘]fg: € 10 SPE ND (30 m x 0,25 1,2 GC-MS NnD/’rgi_B (M%'I\']T Eg'lg)' [et
iai mm, 0,25 um) g J,
comerciais
Vinho tinto Gradiente: solvente A: 10 mM de Atlantis Cg
branco e ' uma solucdo de tampéo fosfato pH (250 mm x 4,6 (PEREIRA, V. [et
rosé da 0,01 ID 2,70 com &cido sulfdrico mm; 5 um); 1 HPLC-DAD 0,153; 0,465 al] ZOiO).
: concentrado; solvente B: 100% Milford, MA, b
madeira o
acetonitrilo USA
Gradiente: solvente A: 10 mM de Atlantis Cyg
' uma solucdo de tampéo fosfato pH (250 mm x 4,6 i
\r/T:r;E(()ei(rj: ND ID 2,70 com acido sulfdrico mm; 5 pm); 1 HPLETDAD ND (RU[E,[NJ]S};QJS’ A.
concentrado; solvente B: 100% Milford, MA, b
acetonitrilo USA
Vinho tinto,
br?g;:g € Gradiente: solvente A, A Luna C
roveniente metanol/acido acético/agua (250 mm x 12 6 (BELISARIO-
P 5 SPE (10:2:88, v/viv) e solvente B, ! 0,2 HPLC-DAD 0,03; 0,11 SANCHEZ, Y.Y. [et
de L. AN mm, 5 ym);
diferentes metanol/acido acético/dgua Phenomenex al.], 2009)
o (90:2:8, viViv)
regides
espanholas
Uvas suecas
€ vinhos 2 SPE ND ND ND MALDI-MS 0,10;ND  (SPACIL, Z. [etal],
chilenos e 2009)
australianos
. . Coluna DB-
Voho o S Gonm
r0sé de 8 SPME ND 0,25 mm,. 0,25 1.0 GC-MS 0,09 ng/mL;  (VINAS, P. [et al],
: pm); 0,3 ng/mL 2009)
origem
Tecnokroma,
espanhola :
Spain
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Volume

Método .
Amostra de de Eluentes Fa_lse, . Fquq Técnica Analitica LOD; LOQ Referéncia
amostra ~ Estacionaria  (mL/min) (ug/mL)
Extraccao
(mL)
Vinho .
Gradiente: solvente A 0,5 % de RP-18 (100 mm HPLC-DAD 0,02;0,06
gofécoagee' 10 LLE acido férmico e solvente B x 2,1 mm, 5 0,25 HPLC-FLD 0,01:0,03 (BRg\gOZ’O'\gé'\)" [et
gla acetonitrilo pum) HPLC-ED 0,45;1,35 b
Setubal
Coluna Cyg
(240 mm x 160
Vinho e . mm, 75 pum);
Gradiente: solvente A S
uvas de 209 LLE acetonitrilo/agua e solvente B 0,5 Unimicro 0,02 p-HPLC-UV-Vis ND; 0,062 (FAN, E. [etal],
origem % de Acido formico Technologies 2008)
chinesa Inc.
(Pleasanton,
CA)
Vinho tinto e Gradiente: solvente A acido Coluna
acético (6%) e solvente B 4cido Lichrocart (250 i (FEIJOO, O. [et al],
branco 0,020 ID acético/acetonitrilo/agua, (5:30:65, mm X 4mm, 5 0.3 HPLC-FLD ND 2008)
galego
vIVIV) pm)
. . Isocrético: acetonitrilo (21%, v/v)
Vinho tinto e . e ’ Coluna Zorbax .
branco 05 SPE pH3,0; 50 mM ;ﬂe tampap fogfato Cs RP (150-4,6 15 HPLC-ELD 1ng/mL; 3 (MERCOLINI, L. [et
italiano contendo 0,2% de trietilamina mm, 5 um) ng/mL al.], 2008)
(79%, viv) '
Vinhos das Gradiente: solvente A agua/acido Co';;? gova-
: L4 9. 18
|I[16_15 5 LLE acético/metanol, (’88.2.}0_, viviv) e (150 mm x 3,9 07 HPLC-DAD 0,07 0,03 (PAIXAO, N. [et al],
canérias e solvente B agua/acido mm, 4 um) 2008)
Madeira acético/metanol, (8:2:90, v/viv) & UM),
Waters
. . Optimizagdo da fase mével:
Vinho tinto, . ~ . .
branco e testaram-se dlfe_rgntes proporcdes Discovery HS 2 ng/mL; 6,7
sumo de uva 7 DI-SPME de agua/acetonitrilo (fase moével |) PEG, Supelco, 10 HPLC-FLD ng/mL (VINAS, P. [et al],
de origem 5 SBSE e diferentes proporcdes de Bellefonte, PA, ’ 0,1 ng/mL, 2008)
9 acetonitrilo 30-70%, v/v/acido USA 0,3 ng/mL
espanhola

aceético 1-5%, v/v (fase movel I1)
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Volume

Método .
Amostra de de Eluentes Fa_lse, . Fquq Técnica Analitica LOD; LOQ Referéncia
amostra ~ Estacionaria  (mL/min) (ug/mL)
Extraccao
(mL)
Gradiente: solvente A
. . metanol/agua/acido acético, Coluna Cyg
Vinhos tintos , 1, ID (10:90:1; v/viv) e solvente B 250 mmx- 4,6 15 HPLC-DAD ND (AVAR, P. letal]

hdngaros . g - 2007)

metanol/dgua/acido acético mm, 6 um)

(90:10:1; viviv)

Vinho tinto e Gradiente: solvente A metanol/1,8 (zgglmi 5128 1 (BUIARELLI, F. [et
branco 1 SPE mM +acido formico e solvente B ' 0,15 HPLC-MS 0,048; 0,160 N
o . L . mm, 5 um), al.], 2007)
italiano agua/1,8 mM &cido férmico :

Kromasil
e Gradents: Soverre - ToIOTA
pda reqiso 0.020 D agua/acetonitrilo/acido acético extrasil ODS? 0.8-1.0 HPLC-UV 0,02; ND (DE QUIROS,
9 ' (67:32:1, viviv) e solvente B e HPLC-FLD 0,03; ND A.R.B. [et al.], 2007)
central agua/acido acético (99:1, v/v) (25-0,4 cm, 5
espanhola g o ' pum), T=35°C
Coluna ODS
Uvas de Gradiente: solvente A Hypersil (250
origem 0,020 D me/tanol/aclldo acetlf:o (:/75d25 mm X_Ié_lhmm, 5 0.4-0,5 HPLC-DAD ND (GAthUTI, A. [et
italiana viv) e so vente B 4gua/acido um), ermo al.], 2007)
acético (97,5:2,5, viv) Quest, Hypersil
Division
0,10
Vinho tinto e (vinho Espectrofotometria  0,058; ND
branco de tinto ) de UV-Vis 0,018; ND (GALEANO DIAZ,
origem 0,20 LLE ND ND ND Espectrofotometria 1,6 ng/mL; T. [et al.], 2007)
espanhola (vinho de Fluorescéncia ND
branco)
Vinho tinto e Coluna Cyg
branco de Isocratico: acetonitrilo/4,1 % &cido  Nova-Pak (150 0,29 ng/mL;  (GALEANO-DIAZ,
origem 0,020 ID acético, (19:81, v/v) mm x 3,9 mm, 4 0.8 HPLC-FLD ND T. [et al.], 2007)
espanhola pm)
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Volume

Método .
Amostra de de Eluentes Fa_lse, . Fquq Técnica Analitica LOD; LOQ Referéncia
amostra ~ Estacionaria  (mL/min) (ug/mL)
Extraccao
(mL)
Gradiente: solvente A agua/acido Coluna Nova-
Vinho tinto acético (98:2, v/v) e solvente B Pak C1g (300 i i (HERNANDEZ, T.
espanhol 50 LLE agua/acetonitrilo/acido acético mm x 3,9 mm, 4 1012 HPLC-DAD ND [et al.], 2007)
(78:20:2, viviv) pum)
. . Coluna Supelco
Vinho tinto . . L .
' Gradiente: solvente A agua/acido Discovery .
brancg € 0,5 L ID acético (95:5, v/v) e solvente B Biopeptide Cyg 0,004 p-HPLC-FLD Sng/mL; 15 (LOPEZ R. [etal],
rosé il 5 ng/mL 2007)
italianos acetonitrilo (10cm x 0,3
mm, 3 um)
' . ) s . Tracer Extrasil
ynho Gr:géfizf'(gz'geclt\‘f) Ar2gual acdo oDs2 column HPLC-DAD 0,015; ND (LOPEZ-
0,020 ID . A L (250 mmx4,6 0,8-1,0 HPLC-FLD 0,022; ND HERNANDEZ, J. [et
espanhol agua / acetonitrilo / &cido acético, }
(Galiza) (65:30:5, VIvIv) mm, 5 um); LC-MS ND al.], 2007)
T T=35°C
. Coluna RP
. . Gradiente: solvente A ;
Vinho tinto e . g o Agilent Zorbax
branco 10 SS-LLE ag'ua/r.netanollamdo férmico, Eclipse XDB- 1,0 HPLC-DAD 0,092: 0,383 (NAVE, F. [et al ],
o LLE (97:2,5:0,5, v/vlv) e solvente B 2007)
portugués Cig (250 mm x
metanol
4,6 mm, 5 um)
Uvas de Coluna
origem Gradiente: solvent A 4gua, Kromasil 100 (SAKKIADI, A.V. [et
9 250 g LLE solvente B &cido acético e solvente C,gcolumn (250  0,6-0,7 HPLC-DAD 30; ND P
grega e C | 4 al.], 2007)
francesa metano mmx4mm,5
um); T=30°C
Gradiente: solvente A agua/acido Coluna Waters
Vinho tinto férmico, (9:1, v/v) e solvente B Symmetry Cig i i (DUGO, G. [et al],
italiano 064 uL ID agua/acido férmico/acetonitrilo, (150 mm x 2,1 0,04 W-HPLC-MS ND 2006)
(4:1:5, viviv) mm, 3,5 um)
Vinho tinto e Gradiente: solvente A CCoI(Lér;% ?n%sx (GEROGIANNAKI-
branco 0,020 ID agua/metanol, (5:5, v/v) e solvente 18 : 0,6 HPLC-DAD ND CHRISTOPOULOU,
! s _ 4 mm, 5 um);
grego B agua/acetonitrilo, (7:3, v/v) T= 40°C M. [et al.], 2006)
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Volume Método
de Fase Fluxo L - LOD; LOQ A
Amostra de Eluentes SO ; Técnica Analitica Referéncia
amostra ~ Estacionaria  (mL/min) (ug/mL)
Extraccao
(mL)
Vinho tinto Gradiente: solvente A 0,025% g%ﬁ?(;:?'fzcgogf
de origem 01 LLE acido trifluoroacético em agua e C15-AQ (250 10 HPLC-DAD ND (GUEBAILIA, H.A.
norte ’ solvente B acetonitrilo/solvente A 18 ’ MALDI [et al.], 2006)
africana (80:20, viv) mm x 4 mm, 5
- pum); T= 25°C
. L Coluna Supelco
. : Gradiente: solvente A 4cido .
V'.nhp tinto 0,005 ID férmico e agua (pH 3) e solvente B Discovery Ciq 0,2 HPLC-DAD 0,001; ND (LA TORRE, G.L.
italiano . L L (150 mm x- 2,1 LC-MS [et al.], 2006)
acido férmico e acetonitrilo (pH 3)
mm, 5 um)
Coluna DB-
Vinho tinto 5MS (30 m x i 0,001- (MINUTI, L. [et al.],
comercial 100 LLE ND 0,25 mm, 0,25 0.8 GC-MS 0,008; ND 2006)
pm)
Gradiente: solvente A
Vinho tinto metanol/agua/acido acético, Coluna Cy5 (250 (NIKFARDJAM,
hanaaro 0,02 ID (10:90:1, viviv) e solvente B mm x 4,6 mm, 6 1,5 HPLC-DAD ND M.S.P. [et al.],
9 metanol/dgua/acido acético, pm) 2006)
(90:10:1, viviv)
Uvas Coluna
brancas e Isocratico: solvent A 0,1% de acido Chromolith )
tintas de 0,59 PLE-SPE acético e solvente B 0,1% de acido Performance 5 HPLC-DAD O’Ol7f 0,058 (PINEIRO, Z. et
: e HPLC-FLD 0,003; 0,004 al.], 2006)
origem acético em metanol PR-18e (100
espanhola mm x 4,6 mm)
Coluna RP
. . . L . Tracer
Vinho tinto e Gradiente: solvente A acido ;
rosé 0,1 ID acético glacial e solvente B Nucleosil,C1 1,5 HPLC-DAD (ABRIL, M. [etal],
e _ 120 (25 cm-x 2005)
espanhol solvente A/acetonitrilo, (20:80, v/v) .
0,4 cm, 5 um);
T=40°C
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Volume Método
de Fase Fluxo L - LOD; LOQ A
Amostra de Eluentes SO ; Técnica Analitica Referéncia
amostra ~ Estacionaria  (mL/min) (ug/mL)
Extraccao
(mL)
Gradiente: solvente A 0,9 pmol:
Vinho tinto e metanol/agua/acido acético Coluna Cyg i ’ ’
branco 0,020 ID (10:90:1, v/vIv) e solvente B (250 mm x 4,6 1,0 HPLC-DAD ND — (MARK L. [etal]
. , g . LC-MS 0,3 pmol; 2005)
hangaro metanol//agua/acido acético mm, 6 um) ND
(90:10:1, viviv)
Gradiente: solvente A
Vinho tinto acetonitrilo/acido acético (95:5, v/v)  Coluna Nova- i (PADILLA, E. [et
espanhol 0,020 D e solvente B agua/acido acético Pak Cig (4 um) 1.0 HPLC-DAD ND al.], 2005)
(95:5, viv)
. Coluna
Gradiente: solvente A metanol /
Folhas de Acido acético / dgua (10:2:88,  -ecknokroma LD-REMPI= 5 1.6,7ug/L  (SANCHEZ, J.B.J.
o 3 Kg ND . Cromasyl C5 1,0 TOFMS; !
videira viviv) e solvente B metanol / acido 20; 67 [et al.], 2005)
e . o (150 mm x4,6 HPLC-FLD
aceético / dgua (90:2:8, viviv) .
mm; 5 pm)
Coluna (38,5
. cm x 30 cm, 75
au;’t'r’;ﬁ‘igno 93> SPE  Electrélito borato 25 mM, pH 9,38 um), Services,  0,3-1,2 CE-DAD ND (SPQ']”LZ’S’OQ")' [et
' The Chase, e
Hallow, UK
Duas colunas
em série:
Gradiente: solvente A agua / acido Chromolith
Vinho acético (94:6, v/v) e solvente B Performance i i . (VIAN, M.A. [et al.],
francés 0,020 ID agua / acetonitrilo / 4cido acético RP-18e (100 47 HPLC-DAD 0,032,0.1 2005)
(65:30:5, viviv) mm X 4,6 mm)
da VWR
International
Coluna Hewlett-
Vinho Gradiente: solvente A agua/acido Packard Cyg
proveniente 14L LLE acético pH 2,5 e solvente B (250 mm x 4 0,5 HPLC-UV-Vis 0,2; ND (VITRAZCO’O);) [etal],
do Brasil acetonitrilo/solvente A (80:20, v/v) mm, 5 um);
T=30°C
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e

Volume

Método .
Amostra de de Eluentes Fa_lse, . Fquq Técnica Analitica LOD; LOQ Referéncia
amostra E ~ Estacionaria  (mL/min) (ug/mL)
(mL) xtracgéo
Gradiente: solvente A agua/0,05% Coluna
Vinho tinto acido trifluoroacético e solvente B LiChrospher (MORENO-
espanhol 0,025 ID metanol/acetonitrilo (60:40, v/v) 100 RP-18 (250 1,0 HPLC-DAD ND LABANDA, J.F. [et
P com 0,05% de acido mm x4 mm, 5 al.], 2004)
trifluoroacético um), Merck
Vinho tinto e - . .
LLE Isocratico: Mistura Csg Lichrokart
?;arl‘;g gg o(,loDz)o SPE agua/acetonitrilo/ acido acético (250 x 6 mm, 5 1,0 HPLC-UV 0,06; ND (Rg?é%bﬁj [et
glao ID (70:29,9:0,1, viviv) pm), Merck e
Alentejo
Coluna RP Cyg
Vinho tinto e Gradiente: solvente A 5% de acido  CICTOCART HPLC-DAD-MS- (CANTOS, E. [et
uvas 5 LLE P (25cmx 0,4 1,0 ND
férmico e solvente B metanol MS al.], 2003)
francesas cm, 5 um),
Merck
Coluna Luna 18
Isocratico: Solugao aquosa com (2) (250 mm x
V|.nhp tinto 0,005 ID 1% de &cido férmico/acetonitrilo/2- 2,0 mm, 5 um), 0,2 HPLC-DAD-MS 0,07;0,3 (CARERI, M. [et
italiano ropanol, (70:22:8, VIvIv) Phenomenex, al.], 2003)
prop ! e Torrance, CA;
T=30°C
Gradiente: solvente A &cido
, , acético/metanol/dgua (5:15:80, Coluna RP
Vinho tinto . .
chileno v_/v/v) e solvente B acido Prodigy (150 _ (FAUSTINO, R.S
S 0,025 ID acético/metanol/agua (5:20:75, mm x 4,6 mm, 0,5 HPLC-UV-Vis ND S
canadiano e L [et al.], 2003)
americano v/vlv) e solvente C 4cido 5 um),
acético/metanol/agua (5:45:50, Waters/Millipore
VvIVIV)
Vinho tinto, Gradiente: solvente A agua/acido Coluna RP
branco e acético (98:2, v/v) e solvente B Nova-Pak Cig i (POZO-BAYON,
rosé 50 LLE agua/acetonitrilo/acido acético (300 mm x 3,9 1.0 HPLC-DAD ND M.A. [et al.], 2003)
espanhol (78:20:2, viviv) mm, 4 um)
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Volume Método
de Fase Fluxo L - LOD; LOQ A
Amostra de Eluentes SO ; Técnica Analitica Referéncia
amostra ~ Estacionaria  (mL/min) (ug/mL)
Extraccao
(mL)
Coluna Luna
. . Phenyl-
Vé)r;ggégngoee Gradiente: solvente A 0,1 % Hexylm(150
o A o~
origem 0,025 D metanol e 2% acido acético, pH mm x 2 mm, 3 0.15 HPLC-DAD ND (ALONSO, A.M. [et
2,5 e solvente B 84% metanol e pum), al.], 2002)
portuguesa % acid o Ph
e espanhola 2% acido acetico enomenex,
Inc., Torrance,
CA
Coluna RP Cyg
LiChroCART
: . L (25cm x 0,4
Uvas Gradiente: solvente A 5% de acido HPLC-DAD-MS- (CANTOS, E. [et
0,020 LLE P cm, 5 pm), 1,0 ND
espanholas férmico e solvente B metanol Merck MS al.], 2002)
Darmstadt,
Germany
Gradiente: Solvente A metanol- Chromolith
ey 4gua (2,5:97,5, viv) apH 3com - erformance
Vinhotintoe 5 5, ID 4cido fosférico e solvente B RP-18e (100- 2,1 HPLC-DAD 001;ND  (CASTELLARI M.
branco . . 4,6 mm) [et al.], 2002)
metanol-agua (50:50, v/v) a pH 3 (Merck):
com acido fosforico T=30°C
Vinho tinto e Coluna capilar
branco 2 SPE ND 430cmx365 1,0 CE-UV-Vis 0,04;ND  (DOBIASOVA, Z.
~ [et al.], 2002)
francés cm, 75,0 um)
Coluna
Vinho tinto, CI:\I uc(l;sog I:nln(")&
A ; . 18
branco, rosé 20 LLE Gradiente: solyente A me_tanol e 4,0 mm), 05 HPLC-DAD ND (LANDRAULT, N.
e uvas sul solvente B 4gua bidestilada Hewlett- [et al.], 2002)
de franca Packard;
T=30°C

27



Capitulo | - Revisédo da Literatura

Volume

Método )
Amostra de de Eluentes Fa_lse, . Fquq Técnica Analitica LOD; LOQ Referéncia
amostra ~ Estacionaria  (mL/min) (ug/mL)
Extraccao
(mL)
Vinho e Coluna Hypersil
sumo de uva 10 LLE Grad|ente:,sc_)lver]te A metanol e ODS (100 mm .x 0.25 LC-MS ND; 0,31 (WANG, Y. [et al.],
o solvente B acido féormico 0,5%, v/v. 2,1 mm, 5um); pmol 2002)
italianos _
T=25°C
Gradiente: solvente A 4cido Coluna ODS
Vinho tinto 5 SPE fosférico (0,4%, v/iv) apH 2,3 e Hypersil (100 1,0 HPLC-UV-Vis ND (BAPTISTA, J.A.B.
portugués solvente B acetonitrilo/solvente A, mm x 4,6 mm, 5 0,004 LC-MS [et al.], 2001)
(80:20, viv) um); T= 35°C
Coluna RP-18
. ) 0 . . .
Uvas 0,020 LLE Gra@eqte. solvente A 5% de acido Licrochart, (1.2 1,0 HPLC-DAD ND (CANTOS, E. [et
espanholas férmico e solvente B metanol mm x 0,4 cm; 5 al.], 2001)
pum), Merck
Vinho tinto e Gradiente: solvente A agua Coluna C
. . TH ’ . 18 .
branco de 5 SPE blde,s_tllada (Milli-Q) com é&cido (150 mm x 2,1 0.2 HPLC—DAD-MS 0,95: 3,16 (DOMINGUEZ, C.
origem sulftrico a pH 2,5 e solvente B 1,20; 4,01 [et al.], 2001)
S mm, 5 pm)
espanhola acetonitrilo
. L Coluna ODS
. . Gradiente: solvente A acido .
Vinhotinto 5 o4 ID acético, solvente B metanol e~ HyPersilcolumn 4 4 5 HPLC-DAD ND (LOPEZ, M. [etal],
espanhol , (250 mm x 34 2001)
solvente C agua
mm, 5 um)
Folhas de
o LD-REMPI- 1ng/mL;4 (OREA, J.M. [et al],
videira e ND ND ND ND ND TOEMS ng/mL 2001)
uvas
Coluna
Lichrocart®
100RP-18 (Cyg)
Isocratico: &cido (125 mm x 4
Uvas - . . mm, 5 um) e VR 0,1; ND (PASCUAL-MARTI,
espanholas 39 SFE acético/metanol/agua, (5:20:75, coluna 15 HPLC-UV-Vis 0.1: ND M.C. [et al.], 2001)
VIVIV) .
LichroCart®
100RP-8 ( Cg)
(125cmx 4
cm, 5 pm)
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Volume

Método .
Amostra de de Eluentes Fa_lse, . Fquq Técnica Analitica LOD; LOQ Referéncia
amostra ~ Estacionaria  (mL/min) (ug/mL)
Extraccao
(mL)
Vinho Gradiente: Solvente A: ICD:gll(uga I\(li’;g
roveniente metanol/acido acético/agua 39 mmls4 m): HPLC-UV-Vis 0.02: 0.07 (RODRIGUEZ-
P . 5 LLE (10:2:88, v/viv) e solvente B ' & HM), 1,0 o DELGADO, M.A. [et
das ilhas L v s Waters, HPLC-FLD 0,003; 0,01
. metanol-acido acético-agua : al.], 2001)
canarias (90:2:8, VIviv) Mildford, MA,
o USA
Coluna Cyg
. . Isocratico: agua/acetonitrilo, (250 mm x 4,6
Vinho tinto— 5 559 ID (75:25, viv) a pH 3 ajustado com  mm, 5 um); 1,5 HPLC-UV-Vis ND (SOUTO, AA. [et
brasileiro L e al.], 2001)
acido fosfaérico Brownlee,
Norwalk, U.S.A.
Coluna Hypersil
BDS Cyg (125
mmx4 mm, 3
Vinho Gradiente: Solvente A pm), Grom,
proveniente agua/metanol/85% &cido fosférico Herrenberg-
. (90:7,9:21, viviv) e solvente B Kayh, i .
dgaﬁ%srtr:iﬂlg 0,020 D agua/tetrahidrofurano/metanol/85% Germany; 1,0 HHiIL((::Ef[[)) (1)3 291 HB (STECHER, G. [et
A 0,005 acido fosforico (60:26,7:7,9:5,4, T=50 °C 0,2 ' gf al.], 2001)
Italia e LC-MS 1,3 ng; ND
sumos de VIVIVIV) Coluna
uva Para MS a mesma fase moével mas Phenomenex
sem o acido fosférico Luna Cy5 (50
mm x 2 mm, 3
pum); T=60°C
para HPLC-MS
Vinho tinto Coluna ODS
Chile, )
Califérnia Isocrético: acetonitrilo/agua a pH Hypersil (250 x
L DU » 4,6 mm, 5 um), HPLC-DAD (BURNS, J. [et al ],
Bulgaria, 0,010 ID 1,5 com &cido trifluoroacético 1,0 ND
. Shandon, HPLC-FLD 2000)
Franca, (25:75, viv) A K.
Espanha e stmoor, U.K,;
L T=40°C
Italia
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Volume Método
de Fase Fluxo L - LOD; LOQ A
Amostra de Eluentes SO ; Técnica Analitica Referéncia
amostra ~ Estacionaria  (mL/min) (ug/mL)
Extraccao
(mL)
Coluna
Licrochart RP-
18 (25cm x 0,4
cm, 5 um),
Gradiente: solvente A agua com Merck,
5% de acido férmico e solvente B Darmstadt,
: metanol (DAD) Germany i
(;Js\/a;ntr;rc])tlzz 0,1 LLE Gradiente: solvente A 2,5% é&cido (DAD). ég HIT_LCCNEI?D ND (CAal\Ilil'Ongg). [et
P acético, solvente B 2,5% &cido Coluna ' b
acético/acetonitrilo (90:10, v/v) e Spherisorb S3
solvente C acetonitrilo (MS) ODS2 (150 mm
x 4,6mm, 3
um), Waters,
Wexford,
Ireland (MS)
Coluna
Vinho tinto Gradiente: solvente A &cido L|Chrosph?r
branco e acético/dgua (6:94, v/v) e solvente 100 RP-18; 5 (MARTINEZ-
. 0,050 ID Py 9 e Mt Im; (250 mm x 4 0,5 HPLC-DAD 0,012; ND ORTEGA, M.V. [et
jerez sul de B &cido acético/dgual/acetonitrilo
L. mm, 5 um), al.], 2000)
espanha (5:65:30, viviv) .
Merck;
T=22°C
;/Smg?ﬂt]gtg Gradiente: solvente A Coluna Waters
puvas agua/acetonitrilo (95:5, v/v) a pH Nova-Pak Cqg (REVILLA, E. e
. 0,020 ID 1,8 com &cido perclérico e solvente (250 mm x 3,9 0,6 HPLC-DAD ND "o
(pelicula, . - ] kg RYAN, J.M., 2000)
B &gua/acetonitrilo (50:50, viv) a mm, 5 um); T=
sementes e L ’ -
polpa) pH 1,8 com acido perclérico 40°C
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e

Volume

Método .
Amostra de de Eluentes Fa_lse, . Fquq Técnica Analitica LOD; LOQ Referéncia
amostra ~ Estacionaria  (mL/min) (ug/mL)
Extraccao
(mL)
Vinhos e 0.050 D Gradiente : solvente A acetonitrilo C?l%n;fi%efo 10 HPLC-DAD 006 022 (VINAS, P. [et al],
mostos ' e solvente B 5% &cido acético y ' HPLC-FLD B 2000)
cm, 5 um)
Vinho Nucleosil 100
branco e . . . Cis (250 mm x
: Gradiente: solvente A acido
finto de 30 LLE acético em H,O pH 2,4 e solvente 4,0 mmy, 0,5 HPLC-DAD 5 ng; ND (LIMA, M.T.R. et
origem - Hewlett- al.], 1999)
B 20% fase A com 80% acetonitrilo .
portuguesa Packard;
e francesa T=30°C
Coluna
Capcellpak Cyg
i UG120 (250 (GAMOH, K. e
Vinhos tintos 1 spg  'socratico: metanol/20 mM acetato N s 5 015 LC-MS 02ng;ND  NAKASHIMA, K.,
de amoénio pH 5,5 (55:45, v/v) L
pum), Shiseido, 1999)
Yokohama,
Japan
75 mM SDS, 30 mM &cido bdrico, g;hi?:)?gglgfna (GU, X. et al]
Vinhos tintos 2 SPE 30 mM fosfato de sédio dibasico e J ND CE-DAD 0,1 uM; ND Py b
" 50 um), 25 kV, 1999)
15% de acetonitrilo, pH 9,2 AT
T=20°C
Sumo de Qradientg: solvente A &cido (l:\lodlé:;;%g
wabranco  ND ID acetico glacial em agua (5:95, V) 4555 ¢ ND HPLC-DAD 0,003;001 (ROMERO-PEREZ,
; e solvente B 20% do solvente A e . A.l [et al.], 1999)
e tinto o 0,4 cm, 5 um);
80% acetonitrilo T= 40°C
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Volume Método
de Fase Fluxo L - LOD; LOQ A
Amostra de Eluentes SO ; Técnica Analitica Referéncia
amostra ~ Estacionaria  (mL/min) (ug/mL)
Extraccao
(mL)
Coluna de silica
(30cm x 50
pm) 16 kV,
Vinho tinto 25 mM borato de sédio, 25 mM Beckman . .
proveniente 0,03 ID fosfato de sédio e 75 mM SDS, pH Instrument; ND HISECUI;/AD 1’235”\/" (CHU,ls%S[)et al]
da Califérnia 9,0 T=20°C ou 20
kv, ISCO
instrument;
T=20-25°C
Coluna
. e L Partisphere Cg
Vinhos Isocrético: dgua/acido i (CELOTTI, E. [et
italianos 5 LLE aceético/acetonitrilo (75:5:20, viviv) (125 mm x 4,6 0.5 HPLC-DAD ND al.], 1996)
mm, 5 um),
Whatman
Vinhos
tintos, Coluna ODS
brancos e Hypersil (250
rosés de Gradiente: solvente A acido mm X 4 mm,
origem 0,020 ID acético, solvente B metanol e 5 um), Hewlett 0,4-0,5 HPLC-DAD 0,03; ND (G?;%?]E?SQSM
italiana, solvente C agua Packard, b
francesa, Mississauga,
australiana e ON, Canada
californiana
Coluna ODS- 0,1; ND
Vinho tinto e . . Hypersil Cyg (vinho tinto)
branco 50 SPE Gradiente: solvente AHsPO4 10 5" 7'y 5 g 06 HPLC-DAD 0,0L;ND  (MATTIVI, F., 1993)
o mM e solvente B acetonitrilo ’ X
italiano mm, 5 pm); (vinho
T=40°C branco)

32



Capitulo | - Revisédo da Literatura

Abreviaturas: CE, electroforese capilar (cappilary electrophoresis); CID, detector de quimioluminescéncia (chemiluminescence detection); DAD, detector de diodos
(diode array detector); ED, detector electroquimico (electrochemical detector); ET, electronic tongue; FLD, detector de fluorescéncia (fluorescence detector); FTICR,
ressonancia ciclotronica de ides com transformada de Fourier (Fourier-transform ion cyclotron resonance); GC-MS, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (gas chromatography-mass spectrometry); HPLC, cromatografia liquida de alta eficiéncia (high performance liquid chromatography); ID, injeccédo directa; LC,
cromatografia liquida (liquid chromatography); LD-REMPI-TOFMS, laser desorption coupled with resonance-enhanced multiphoton ionization and time-of-flight mass
spectrometry detection; LLE, extraccao liquido-liquido (liquid-liquid extraction); LOD, limite de detecgdo (limit of detection); LOQ, limite de quantificagdo (limit of
guantitation); MALDI, desadsorcdo com laser assistida por matriz (matrix-assisted laser desorption/ionization); MS, espectrometria de massa (mass spectrometry); MS-
MS, espectrometria de massa tandem (mass spectrometry tandem); ND, ndo determinado; PLE, extraccao liquida pressurizada (pressurised liquid extraction); RP, fase
reversa (reverse phase); SBSE, extrac¢do sortiva em barra de agitagdo (stir bar sorptive extraction); SFE, extraccdo de fluidos supercriticos (supercritical fluid
extraction); SPE, extracgdo em fase solida (solid-phase extraction); SPME, microextraccdo em fase solida (solid phase micro-extraction); SS, suporte sélido (solid
supported); UV, ultravioleta; Vis, visivel.
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3. BENEFiICIOS DO RESVERATROL NA SAUDE HUMANA

A descoberta do resveratrol, de acordo com o que foi anteriormente mencionado,
ocorreu ha década de 40, contudo apenas nos anos 90 foram realizados os primeiros
estudos evidenciando os efeitos benéficos do resveratrol ha salde humana. Desde
entdo, sdo publicados anualmente diversos trabalhos elucidativos dos efeitos
benéficos desta molécula.

Assim sendo, o resveratrol pode prevenir ou diminuir a progresséo de véarias doencas,
incluindo doencas cardiovasculares (BRADAMANTE, S. [et al.], 2004), cancerigenas
(JANG, M. [et al.], 1997); (ATHAR, M. [et al.], 2007), e neurodegenerativas (JANG,
J.H. e SURH, Y.J., 2003); (ZAMIN, L.L. [et al.], 2006), bem como prevenir diversos
processos de envelhecimento, aumentando a longevidade (BAUR, J.A. e SINCLAIR,
D.A., 2006), possui ainda propriedades anti-inflamatérias (LEIRO, J.M. [et al.], 2010),
antioxidantes (FILIP, V. [et al.], 2003) e antimicrobianas (DOCHERTY, J.J. [et al],
2007) (Figura 6).

Quimioprotector
do cancro Antioxidante

Anti-inflamatorio

Obesidade

% /—j
Redug&o da <:| Resveratrol |:> Cardioprotector

Antimicrobiano

Neuroprotector

Prevencao do
envelhecimento

Figura 6- Efeitos benéficos do resveratrol na satde humana.

De seguida, serdo descritos alguns dos efeitos benéficos do resveratrol na saude
humana, com particular énfase na sua actividade antimicrobiana, sendo esta um dos

objectivos do presente trabalho.
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3.1. EFEITO CARDIOPROTECTOR

Os efeitos cardioprotectores do resveratrol tém sido atribuidos as suas actividades
biolégicas, tais como actividade antioxidante, actividade anti-proliferativa, actividade

anti-plaquetar e actividade anti-inflamatoria.

Frankel e colaboradores foram os primeiros a estudar a capacidade antioxidante do
resveratrol, tendo verificado que o resveratrol protege as lipoproteinas humanas de
baixa densidade (LDL) da oxidagao catalisada pelo cobre (FRANKEL, E.N. [et al],
1993). Desde entéo, vérios estudos demonstraram que a actividade antioxidante do
resveratrol se deve essencialmente a sua capacidade em quelatar o cobre e captar
radicais livres (FAUCONNEAU, B. [et al.], 1997); (FREMONT, L. [et al.], 1999). No que
diz respeito a relagéo estrutura-actividade, os estudos apontam para a importancia do
grupo hidroxilo em posicdo para na capacidade em captar radicais livres e
consequentemente na prevengdo de peroxidagfes lipidicas catalisadas por metais
(FAUCONNEAU, B. [et al.], 1997); (STOJANOVIC, S. [et al.], 2001); (LEONARD, S.S.
[et al.], 2003). De salientar que, de entre os efeitos exercidos pela actividade
antioxidante do resveratrol, o efeito cardioprotector tem vindo a ser amplamente
estudado, pois resulta de uma variedade de efeitos antioxidantes, tais como: a
prevencédo da oxidacdo de LDL (LEONARD, S.S. [et al.], 2003), inibicdo da agregacao
plaquetéria (OLAS, B. [et al.], 2008), actividade de vasorelaxamento e vasodilatagdo
(NADERALLI, E.K., 2009), protec¢do do endotélio vascular contra disfuncdes e danos
decorrentes de dietas inadequadas (CHAVES, A.A. [et al.], 2009), actividade
estrogénica (GEHM, B.D. [et al.], 1997) e reducdo da obesidade (NADERALI, E.K.,
2009).

Por sua vez, Tedesco e colaboradores avaliaram as propriedades antioxidantes de
polifendis de vinhos tintos em eritrocitos humanos susceptiveis a peroxidacao lipidica
(TEDESCO, I. [et al.], 2000). Os resultados demonstraram que os compostos testados
sdo potentes antioxidantes, sustentando a ideia de que o vinho tinto possui efeitos

benéficos em casos de stress oxidativo.

No que diz respeito as propriedades anti-inflamatdrias do resveratrol, diversos estudos
publicados indicam que podera melhorar a inflamacdo subjacente a aterosclerose
(FERRERO, M.E. [et al.], 1998); (NORATA, G.D. [et al.], 2007); (BERTELLI, A.A. [et
al.], 2001).
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3.2. EFEITO ANTICANCERIGENO

Desde os primeiros trabalhos com o resveratrol que se destaca o caracter inibitério
deste composto na formacdo de lesGes pré-neoplasicas (JANG, M. [et al.], 1997).
Diversos estudos tém vindo a ser realizados adicionando mais evidéncias e reforcando
o efeito anticarcinogénico deste composto (DAMIANAKI, A. [et al.], 2000); (AZIZ, M.H.
[et al.], 2003); (KUNDU, J.K. e SURH, Y.J., 2008).

O resveratrol possui capacidade para suprimir, in vitro e in vivo, a proliferacdo de
linhagens tumorais de diversos orgaos (SHAKIBAEI, M. [et al.], 2009) como: cérebro
(MILOSO, M. [et al.], 1999), pulmdo (WHYTE, L. [et al.], 2007), estémago (ATTEN,
M.J. [et al.], 2005), figado (BISHAYEE, A. [et al.], 2010), pancreas (GOLKAR, L. [et
al.], 2007), ovério (OPIPARI, AW., JR. [et al.], 2004), préstata (LIN, H.Y. [et al.], 2002),
intestino (SGAMBATO, A. [et al.], 2001) e pele (ASENSI, M. [et al.], 2002), incluindo
leucemias e linfomas (WIEDER, T. [et al.], 2001).

No que diz respeito aos complexos mecanismos de inibicdo do crescimento tumoral
promovidos pelo resveratrol, destacam-se: a activacdo da apoptose (WIEDER, T. [et
al.], 2001), alteracéo das principais etapas da carcinogénese (PERVAIZ, S., 2004) e a
actividade antioxidante (LEONARD, S.S. [et al], 2003). A carcinogénese € um
processo de mdltiplas etapas que envolvem: primeiramente a mutacdo (Iniciacdo),
seguida pelo desenvolvimento dessa mutacao na célula estabelecendo-se o fendtipo
neoplasico (Diferenciacdo/Promocéao) e por fim, o crescimento tumoral (Progressao)
(PERVAIZ, S., 2004). Assim, a busca por agentes quimicos capazes de interromper
essas etapas, impedindo a aquisicdo do fenotipo anormal, tem vindo a p6r em
evidéncia alguns dos inUmeros mecanismos de acg¢do do resveratrol que actuam na

prevencdo e no controle das neoplasias ja instaladas (AZIZ, M.H. [et al.], 2003).

3.3. ACTIVIDADE ANTIMICROBIANA

Os compostos com actividade antimicrobiana podem ser incluidos em dois grupos:
guando sao produzidos por microrganismos, denominam-se por antibiéticos, enquanto
as moléculas de sintese quimica com propriedades idénticas, designam-se por
quimioterapicos (FERREIRA, W.F.C. e SOUSA, J.C.F., 1998). Actualmente, dado o

namero crescente de moléculas de sintese, o termo antibidtico engloba todos os

37



Capitulo | - Reviséo da Literatura

compostos naturais ou de sintese com propriedades antimicrobianas (SOUSA, J.C.,
2006).

O termo antibidtico foi criado por Waksman, em 1942, denominando todos os
compostos naturais, produzidos por microrganismos, que inibem o crescimento
microbiano ou que tém efeito microbicida (SOUSA, J.C., 2006). Além disso, para
poderem ser utilizados na terapéutica, estes compostos ndo devem ter efeitos

deletérios significativos para o hospedeiro infectado.

O mundo assistiu ao nascimento de uma nova era no tratamento das infec¢gbes, com a
descoberta da penicilina por Fleming, em 1945, dando-se inicio a era da antibioterapia
(FERREIRA, W.F.C. e SOUSA, J.C.F., 1998).

O estudo bioquimico dos antibiéticos naturais permitiu o conhecimento das respectivas
formulas de estrutura possibilitando a obtencdo de alguns deles por sintese
laboratorial. Este estudo conduziu, recentemente, a novas perspectivas no campo da
antibioterapia com o0 desenvolvimento de antibiéticos semi-sintéticos. Estas
substancias sédo obtidas por modificagbes estruturais a partir do antibiotico natural,
podendo apresentar propriedades diferentes da substancia natural. Desta forma, a
descoberta de novas vias sintéticas para a obtengdo de farmacos com propriedades
mais selectivas e menor toxicidade para o paciente continuam a ser alvo da
investigacdo dos cientistas, pois desde o inicio da era da antibioterapia o
aparecimento de microrganismos resistentes aos farmacos antimicrobianos foi e
continua a ser uma realidade (SOUSA, J.C., 2006); (WILEY, J.M. [et al.], 2009).

Durante o ultimo século, os agentes antimicrobianos reduziram substancialmente a
ameaca associada as doencas infecciosas. O uso destes farmacos, combinado com a
melhoria das condi¢cdes sanitarias, de alojamento e de nutricdo e a existéncia de
programas de imunizagdo abrangentes, permitiu uma diminuicdo radical das doencas
infecciosas ndo trataveis, frequentemente fatais, contribuindo para o aumento da
esperanga média de vida. Contudo, a adaptacdo das proprias defesas dos
microrganismos contra 0s agentes antimicrobianos usados fez com que o
desenvolvimento, a proliferacdo e a persisténcia da resisténcia antimicrobiana, seja
actualmente um dos maiores problemas de saude publica, tornando urgente a
descoberta de novos farmacos dotados de actividade antimicrobiana (OVERBYE, K.M.
e BARRETT, J.F., 2005); (BUTLER, M.S. e BUSS, A.D., 2006).
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E fundamental ter em conta que, para além da importancia de descobrir novos
antibitticos, para serem utilizados como medicamentos, existe também uma enorme
pesquisa no desenvolvimento de novos conservantes na industria alimentar. Assim,
apesar da maioria dos conservantes sintéticos serem eficazes, h4 uma maior
preocupacdo com a saude por parte dos consumidores, o que faz com que haja um
interesse crescente em novos compostos antimicrobianos obtidos a partir de fontes
naturais (SHAN, B. [et al.], 2008). Nos ultimos anos, tem-se desenvolvido um interesse
crescente por compostos biologicamente activos incluindo antioxidantes de plantas e
outras fontes naturais (TOMBOLA, F. [et al.], 2003).

Assim, o resveratrol, para além das actividades biolégicas acima descritas, tem vindo
a ser objecto de estudo relativamente a sua capacidade de inibir o crescimento de
alguns microrganismos patogénicos, tais como, bactérias Gram-positivas, bactérias
Gram-negativas e fungos (MAHADY, G.B. e PENDLAND, S.L., 2000); (DOCHERTY,
J.J. [et al.], 2001); (CHAN, M.M.Y., 2002); (TEGOS, G. [et al.], 2002). Na Tabela 4
apresenta-se uma revisao bibliogréafica dos trabalhos publicados acerca da actividade

antimicrobiana deste composto.
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Tabela 4- Reviséo da literatura relativamente a actividade antimicrobiana do resveratrol.

Amostra Microrganismo Estirpe Métodos Referéncia

Bactérias G Cronobacter sakazakii Fec39
Resveratrol aCNG;nE:ivarsam- Diluicdo em caldo (KIM, T.J. [et al.], 2010)
9 Cronobacter sakazakii MSDH

Xylella fastidiosa Temecula

Bactérias G Xylella fastidiosa Conn Creek
Resveratrol actenias Sram- Diluicdo em agar (MADDOX, C.E. [et al.], 2010)
Negativas - .
Xylella fastidiosa Dixon Almond

Xylella fastidiosa Tulare

Salmonella enterica ATCC 13076
Resveratrol g érias Gram- (BOBAN, N. [et al.], 2010a):
extraido de Negativas Curvas de Morte (BOBAN, N. [et al.], 2010b)
vinho Escherichia coli ATCC 25922 T "

Bacillus subtilis Marburg 168

Luconostoc mesenteroides 9a4

Resveratrol
isolado a Bactérias Gram-
partir de Positivas, Lactobacillus plantarum NRIC1067
sementes Bactérias Gram- Diluicdo em agar (KATO, E. [et al.], 2009)
de melinjo Negativas e Escherichia coli IFO3301
(Gnetum Fungos
gnemon L.) Saccharomyces cerevisiae IFO2347

Penicillium expansum IFO6096
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Amostra Microrganismo Estirpe Métodos Referéncia

Clostridium perfringens NCT8238

Bifidobacterium bifidum NRBC100015

Resveratrol Helicobacter pylori clinica G21, cagA negative
isoladoa  Bactérias Gram- (cagA) o
. : - —— — Microdil MARTINI, S. [et al.], 2009
partir de Negativas Helicobacter pylori clinica 10K, cagA positive crodilicao ( [etal] )
uvas (CagA+)

Candida albicans ATCC 90028

Cryptococcus neoformans ATCC 90112

Staphylococcus aureus ATCC 29213

Streptococcus pneumoniae ATCC 6303

Bactérias Gram-

Postivas, Enterococcus faecalis ATCC 29212 Difus Di
Resveratrol  Bactérias Gram- lfusao em LISco € (PETTIT, R.K. [et al.], 2009)
. , Microdiluicdo
Negativas e Micrococcus luteus Presque Isle 456
Leveduras
Stenotrophomonas maltophilia ATCC 13637
Escherichia coli ATCC 25922
Enterobacter cloacae ATCC 13047
Neisseria gonorrhoeae ATCC 49226
Resveratrol Leveduras Candida albicans ATCC 90028 Diluicdo em agar (WEBER, K. [et al.], 2009)
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Amostra Microrganismo Estirpe Métodos Referéncia

Candida albicans ATCC 76615

Candida albicans SC 5314

Candida dubliniensis CBS 8500

Candida tropicalis ATCC 750

Candida tropicalis ATCC 90874

Candida parapsilosis Y 05.01

Candida glabrata Y 33.90

Candida krusei ATCC 90878

Bacillus cereus

. Listeria monocytogenes
Bactérias Gram-

Positivas e Diluicdo em agar e
Resveratrol Bactérias Gram- Staphylococcus aureus Microdiluicio (SHAN, B. [et al.], 2008)
Negativas

Escherichia coli ATCC 25922

Salmonella anatum

Bactérias G Propionibacterium acnes ATCC 25746
Resveratrol ac;g;a;;vagam— Diluicdo em caldo (DOCHERTY, J.J. [et al.], 2007)
Propionibacterium acnes ATCC 29399
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Amostra Microrganismo Estirpe Métodos Referéncia
Propionibacterium acnes ATCC 33179

Resveratrol

extraido de Levedura Candida albicans TIMM 1768 Curvas de Morte (JUNG, H.J. [et al.], 2007)

uvas
Proteus mirabilis P19, WT
Resveratrol ~ Dacterias Gram- Proteus mirabilis P1100 Diluigdo em agar (WANG, W.B. [et al.], 2006)
Negativas
Proteus mirabilis Pc
Protykin®
(contém Bactéria Gram- . . A
50% de Negativa Helicobacter pylori ATCC 49503 Diluicdo em caldo (CHATTERJEE, A. [et al.], 2005)
resveratrol)
Aspergillus flavus KCTC 1375
Leved Saccharomyces cerevisiae KCTC 7296 Microdiluica
Resveratrol e"Feu#grgs € Culrcvr:s 'd‘g‘?,\‘jl‘grfe (JUNG, H.J. [et al.], 2005)
Trichosporon beigelii KCTC 7707
Candida albicans TIMM 1768

Resveratrol Bac,\tligz;ti?m— Helicobacter pylori OMU 89-362 Curvas de Morte (MURANO, A. [et al.], 2005)
Protykin®

(contém

0, Ari -
50% de Bacteria Gram Helicobacter pylori ATCC 49503 Diluicdo em caldo (CHATTERJEE, A. [et al.], 2003)
resveratrol) Negativa
e
resveratrol
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Amostra Microrganismo Estirpe Métodos Referéncia

Penicillium expansum DBM 4061

Aspergillus niger DMF 0801

Fungos
Resveratrol Filamentosos e Diluicdo em caldo (FILIP, V. [et al.], 2003)
Levedura Botrytis cinerea DBM 4111
Saccharomyces cerevisiae DBM 181
Helicobacter pylori cagA™ M23-3
Dois Helicobacter pylori cagA® GTD7-13
extractos Bactérias Gram-
de vinho : Helicobacter pylori cagA™ G1-1 Diluicao em agar (MAHADY, G.B. [et al.], 2003)
tinto e Negativas
resveratrol Helicobacter pylori cagA™ SS1
Helicobacter pylori ATCC43504
Stenotrophomonas maltophilia
Micrococcus luteus
Bactérias Gram-
Positivas, Staphylococcus aureus
Resveratrol  Bactérias Gram- Microdiluicdo (PETTIT, G.R. [et al.], 2002)
Negativas e Escherichia coli
Leveduras

Enterobacter cloacae

Enterococcus faecalis
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Amostra Microrganismo Estirpe Métodos Referéncia

Streptococcus pneumoniae

Neisseria gonorrhoeae

Candida albicans

Cryptococcus neoformans

Staphylococcus aureus 8325-4 WT

Staphylococcus aureus 1758

Escherichia coli K-12 WT

Escherichia coli KLE701

Pseudomonas aeruginosa PA767 WT

Bactérias Gram-
Resveratrol Positivas e Gram-
Negativas

Pseudomonas aeruginosa K1119 Microdiluicao (TEGOS, G. [et al.], 2002)

Salmonella enterica ST329 WT

Pseudomonas syringae pv. maculicola ES4326
WT

Xanthomonas campestris XCC528 WT

Agrobacterium tumefaciens GV3101 WT

Erwinia rhapontici Erl1 WT
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Amostra Microrganismo Estirpe Métodos Referéncia
Erwinia carotovora ATCC 358 WT
Sinorhizobium meliloti Rm1021 WT
Bacillus megaterium 11561 WT
Staphylococcus aureus ATCC 29213
Enterococcus faecalis ATCC 29212
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
Bactérias Gram-
B TPS'“VZS' Trichophyton mentagrophytes ATCC 18748
Resveratrol aNCeeézi/a;aem_ Microdiluig&o (CHAN, M.M.Y., 2002)
Fungos Trichophyton tonsurans ATCC 28942
Filamentosos
Trichophyton rubrum ATCC 18762
Epidermophyton floccosum ATCC 52066
Microsporum gypseum ATCC 14683
16 vinhos
chilenos, 2 5 estirpes clinicas de Helicobacter pylori
extractos  Bactérias Gram- Difus&o em disco (DAROCH, F. [et al.], 2001)
selecciona- Negativas
dos e Helicobacter pylori ATCC 43504
resveratrol
Resveratrol Bacg)%r:;isvaGSram— Neisseria gonorrhoeae Diluicdo em agar (DOCHERTY, J.J. [et al.], 2001)
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Amostra Microrganismo Estirpe Métodos Referéncia

Bactérias Gram-
Negativas e
Levedura

Neisseria meningitidis ATCC 13090

Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Streptococcus pyogenes

Pseudomonas aeruginosa

Candida albicans

Extracto de

vinho tinto Bactérias Gram-
e Negativas

resveratrol

15 isolados clinicos de Helicobacter pylori
(MAHADY, G.B. e PENDLAND,

S.L., 2000)

Diluicdo em agar
Helicobacter pylori ATCC 43504

MSSA Staphylococcus aureus meticilina-sensivel (Methicillin-Sensitive Staphylococcus aureus); MRSA Staphylococcus aureus meticilina-resistente

(Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus); ATCC American Type Culture Collection; WT- estirpe selvagem (wild type)
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Tendo em conta a revisdo da literatura, o resveratrol apresenta potencial quanto as
suas propriedades antimicrobianas, podendo no futuro ser utilizado no tratamento e

prevencédo de infecgBes causadas por alguns microrganismos patogeénicos.

De acordo com o plano de trabalhos, estudou-se a actividade antimicrobiana do
resveratrol contra diversos microrganismos, nomeadamente bactérias Gram-positivas
(Bacillus cereus, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis) e Gram-negativas
(Escherichia coli, Klebsiella pnemoniae, Salmonella typhimurium e Pseudomonas
aeruginosa), encontrando-se estes resultados descritos no capitulo IlI- Parte
Experimental (Artigo II). No prosseguimento do trabalho desenvolvido realizou-se o
estudo para a determinacdo da actividade anti-Helicobacter pylori do resveratrol e
amostras de vinho tinto em diferentes estirpes (com factores de viruléncia e
susceptiblidade a antibiéticos diferentes) deste microrganismo. Além disso, avaliou-se
a hipétese do resveratrol e amostras de vinho inibirem a urease de H. pylori,
considerada um factor de viruléncia e agregagédo deste microrganismo. Este trabalho

encontra-se descrito no capitulo llI-Parte Experimental (Artigo 111).
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4. HELICOBACTER PYLORI

4.1. ENQUADRAMENTO HISTORICO

A presencga de bactérias espiraladas na mucosa gastrica foi descrita ha mais de um
século, mas nao alcancou grande importancia até final dos anos 70. Contudo, esta
visdo mudou drasticamente nos anos 80 com os trabalhos desenvolvidos por Barry
Marshall e Robin Warren, que descreveram e isolaram estas bactérias espiraladas a
partir de amostras gastricas (WARREN, J.R. e MARSHALL, B.J., 1983); (MARSHALL,
B.J. e WARREN, J.R., 1984), que mais tarde foram denominadas por Helicobacter
pylori. Com a ingestdo de suspensdes da bactéria pelo préprio Marshall e por outros
voluntérios, provou-se a associacdo entre a Ulcera péptica e a bactéria. Os dois
autores efectuaram um conjunto de experiéncias onde demonstraram que: os doentes
com a bactéria tinham anticorpos anti-H. pylori; a terapia com antibiéticos curava a
doenca; e ainda, os quatro postulados de Koch (i) a bactéria tera de estar presente em
todos os casos de doenca; ii) a bactéria tera de ser isolada do hospedeiro e cultivada
num meio de cultura; iii) a doenca especifica tera de ser reproduzida quando a cultura
pura da bactéria é inoculada num hospedeiro susceptivel e saudavel; iv) a bactéria
tera de ser recuperada do hospedeiro experimentalmente infectado (MARSHALL, B.J.
[et al], 1985); (HELLSTROM, P.M., 2006); (KUSTERS, J.G. [et al], 2006);
(MARSHALL, B., 2006). A publicagdo da experiéncia, embora dificil, fez com que a
comunidade cientifica desse mais atencdo a esta bactéria e a etiologia da Ulcera
péptica. Assim sendo, lentamente, o trabalho dos dois pioneiros, Marshall e Warren,
foi sendo reconhecido junto da comunidade cientifica, tendo culminado com a

atribuicdo, em 2005, do prémio Nobel de Fisiologia e Medicina.

Apos a descoberta de H. pylori, verificaram-se diversos avangos nas varias vertentes
relacionadas com esta bactéria, de que é exemplo, a cura da doenca ulcerosa péptica
causada por H. pylori. No entanto, se esta afirmacdo € consensual, muitos outros
temas relacionados com esta bactéria continuam a suscitar forte controvérsia, por
exemplo, o papel desta bactéria noutras doencas ainda se encontra sob grande
debate, bem como a via de transmisséo entre a populacdo humana. Assim, H. pylori
continua ser alvo de intensa investigacdo. Entre 1990 e 2010, obtém-se uma média
superior a 2000 artigos publicados, anualmente, em revistas e jornais internacionais
com arbitragem cientifica (Figura 7). Para esta pesquisa, utilizou-se a base de dados

de artigos cientificos, ISI Web of Knowledge, com a palavra-chave Helicobacter pylori.
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Figura 7- Representacao grafica do nUmero de publicagdes por ano em revistas e jornais
internacionais, subordinados ao tema Helicobacter pylori.

N° de publica¢des
[EnY
()]
o
o

De referir que, H. pylori foi a primeira bactéria a ter dois genomas sequenciados e
comparados a partir de isolados independentes, das estirpes 26695 (TOMB, J.F. [et
al.], 1997) e J99 (ALM, R.A. [et al.], 1999).

4.2. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Taxonomicamente, a bactéria H. pylori € uma proteobactéria pertencente a subdivisdo
epsilon, ordem Campylobacterales, familia Helicobacteraceae, género Helicobacter,
gue actualmente engloba mais de vinte espécies diferentes (KUSTERS, J.G. [et al],
2006). Inicialmente, apos ter sido identificada, suspeitou-se que a bactéria pertencia
ao género Campylobacter, uma vez que apresentava algumas caracteristicas comuns,
de salientar as condicdes de crescimento microaerofilicas em meios ricos, morfologia
espiralada e sensibilidade ao metronidazol, apoiando a hip6tese de se tratar de uma
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nova espécie do género Campylobacter (SOLNICK, J.V. e P., V. 2001).
Posteriormente, estudos demostraram que estas bactérias diferiam em termos
morfoldgicos, ultraestruturais e até mesmo no conteudo de acidos gordos, o que
desencadeou a criagdo de um novo género. Assim em 1989, criou-se 0 género
Helicobacter (GOODWIN, C.S. [et al.], 1989).

H. pylori é responsavel por gastrites e, juntamente com outros factores, pela Ulcera
gastroduodenal e pelo cancro gastrico. Caracteriza-se por ser uma bactéria Gram-
negativa com 2,5 a 3,5 um de comprimento e 0,5 a 1,0 um de didmetro (FERREIRA,
W.F.C. e SOUSA, J.C.S., 2000), habitualmente com uma morfologia espiralada, mas
gue tende a assumir uma morfologia cocoide em condi¢gbes adversas, com um
didmetro de 1,0 a 2,0 um, né&o cultivavel in vitro (KUSTERS, J.G. [et al.], 1997). Desta
forma, o microrganismo pode apresentar duas formas distintas, a de bacilo espiralado
ou a forma cocéide (Figura 8 (a) e (c)). A conversao morfolégica do microrganismo
ocorre através de uma etapa intermediaria em que a bactéria passa pela forma de “U”
(Figura 8 (b)), antes de adquirir a forma cocdide (SORBERG, M. [et al.], 1996). As
formas cocdides ndo sao cultivaveis in vitro, podendo ser representativas da morte
celular (KUSTERS, J.G. [et al.], 1997), embora ja tenha sido sugerido que apesar de
ndo cultivaveis possam permanecer viaveis (ANDERSEN, L.P. [et al.], 2000);
(BARDAKHCH'IAN, E.A. [et al.], 2003); (KUSTERS, J.G. [et al.], 2006).

Apesar da forma espiralada de H. pylori ser normalmente considerada como a
responsavel pela patogenicidade, ambas as formas podem ser encontradas no

estdbmago humano (Figura 8 (d)).

Figura 8- As trés formas fisiologicamente possiveis de H. pylori: espiral (a); forma de “U” (b) e
cocoide (c). H. pylori no estbmago humano (d) (adaptado de Science Photo Library).
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A bactéria apresenta mobilidade por flagelos, dois a seis flagelos unipolares com 3,0
pm de comprimento e com uma estrutura bulbar na extremidade (O'TOOLE, P.W. [et
al.], 2000). Estes flagelos sé@o responséaveis pela morfologia curvilinea da bactéria e
pelo movimento polar, caracteristicas estas que auxiliam a bactéria a colonizar a
mucosa gastrica (KUSTERS, J.G. [et al.], 2006).

H. pylori é uma bactéria muito adaptada ao seu habitat e de crescimento lento, sendo
muito dificil cultiva-la in vitro. Coloniza o estbmago humano, é microaerofilica e
fastidiosa requerendo meios de cultura complexos para o0 crescimento, geralmente
suplementados com sangue (KUSTERS, J.G. [et al.], 2006). Em meio liquido, H. pylori
cresce muito lentamente, pelo que o risco de contaminacgédo € elevado, sendo por isso
preferivel a utilizacdo de meios de cultura sélidos. A incubagéo ocorre em condigdes
de microaerofilia, com um crescimento éptimo com 2 a 5% de oxigénio e 5 a 10% de
diéxido de carbono (KUSTERS, J.G. [et al.], 2006). O crescimento é efectuado entre
34 a 40°C, com um O6ptimo de 37°C. Apesar do seu habitat ser a mucosa gastrica, H.
pylori € um neutrofilo, com um pH éptimo de crescimento entre 5,5 e 8,0, tolerando no
entanto exposicdes breves a pH<4,0. As col6nias sao pequenas, lisas e translicidas.
A bactéria é produtora de urease, catalase e oxidase, que sdo habitualmente
pesquisadas com o objectivo da identificacdo de H. pylori (KUSTERS, J.G. [et al.],
2006).

4.3. EPIDEMIOLOGIA E TRANSMISSAO

A infeccdo por H. pylori é umas das infecgbes crénicas mais difundidas a nivel
mundial, estimando-se que cerca de metade da populagdo mundial esteja colonizada
pela bactéria (MCCOLL, K.E., 1999), contudo esta incidéncia tem vindo a diminuir ao
longo dos anos (KUSTERS, J.G. [et al.], 2006).

A prevaléncia da infeccdo é variavel em termos geograficos (Figura 9) — nos paises
em vias de desenvolvimento atinge cerca de 80% da populacdo e a taxa de infeccéo
tem-se mantido constante; nos paises desenvolvidos atinge cerca de 40%,
observando-se um declinio da prevaléncia provavelmente devido as melhorias das
condi¢cdes de higiene e saneamento (KUSTERS, J.G. [et al.], 2006).
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Figura 9- Prevaléncia de H. pylori no mundo (adaptado de (AZEVEDO, N.F. [et al.], 2007)).

A aquisicdo da infeccdo por H. pylori ocorre maioritariamente na infancia e uma vez
instalada na mucosa gastrica, a bactéria pode permanecer durante toda a vida
(AZEVEDO, N.F. [et al.], 2009). Os principais factores de risco para a infecgdo sao:
viver num pais em desenvolvimento, habitar numa casa sobrelotada, pertencer a um
nivel socioeconémico desfavorecido ou possuir uma predisposi¢ao étnica ou genética
(DAS, J.C. e PAUL, N., 2007); (AZEVEDO, N.F. [et al.], 2009); (VALE, F.F. e VITOR,
J.M.B., 2010).

Os mecanismos exactos de transmissédo séo ainda desconhecidos, mas considera-se
gue as principais vias sdo a oral-oral e a fecal-oral e que a aquisi¢do ocorre durante a
infancia através de membros da familia e pessoas proximas (Tabela 5) (KUSTERS,
J.G. [et al.], 2006).
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Tabela 5- Vias de transmisséo possiveis de H. pylori em humanos.

Vias de Transmisséao Modo de Transmissao

Individuo-Individuo

As maes que amamentam podem passar
Amamentacédo para os bebés através do leite, mas é mais
provavel que aumente a imunidade nos filhos

Beijar, usar os mesmos talheres, alimentos

Oral-Oral . ;
pré-mastigados
Fecal-Oral Contacto com as fezes
Contacto com gotas do suco gastrico durante
Gastro-Oral a endoscopia, vomitos e refluxo
gastroesofégico
- Mediada pelo endoscépio durante a
latrogénica L .
endoscopia digestiva
Agua Ingestdo de agua contaminada

Consumo de vegetais crus, leite e seus

Alimentos ;
derivados, carne, entre outros

Consumo de leite cru e carne, contacto com

Zoonoticos L
animais

Fonte: (VELAZQUEZ, M. e FEIRTAG, J.M., 1999); (GOMES, B.C. e DE MARTINIS, E.C.P., 2004);
(AZEVEDO, N.F. [et al.], 2007)

Alguns estudos levantaram ainda a possibilidade de transmissao através de animais,
designando-se por zoonose, de alimentos e de agua (VELAZQUEZ, M. e FEIRTAG,
J.M., 1999); (GOMES, B.C. e DE MARTINIS, E.C.P., 2004); (AZEVEDO, N.F. [et al.],
2007). Contudo, a transmisséao de H. pylori individuo-individuo é a forma mais provavel
de transmisséo, apesar de ndo ser claro se se trata de uma transmisséo oral-oral
(gastro-oral) ou fecal-oral (MITCHELLK, H.M., 2001).

4.4. FACTORES DE PATOGENICIDADE

H. pylori, contribui para o desenvolvimento de gastrite aguda e cronica, Ulcera péptica,
metaplasia e neoplasia intestinal e linfoma do tecido linféide associado a mucosa
(MALT- Mucosa—Associated Lymphoid Tissue). O risco de desenvolvimento destas
patologias depende de diversos factores, tais como, a estirpe, o hospedeiro e 0 meio
ambiente, observando-se na historia natural da doenga uma progressdo gradual de

gastrite até a neoplasia (COSTA, A.C. [et al.], 2009). Quanto aos factores de
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patogenicidade deste microrganismo estdo relacionados com factores de colonizacéo,

de persisténcia e de acc¢éao téxica (Figura 10).

*Urease o
*Motilidade

Factores de *Aderéncia

Colonizagéo +Factores modificadores da secre¢do 4cida )

\ ™\
*Urease

\ *Catalase

Factores de « Superéxido dismutase

Persisténcia Y,

*Urease
*Lipopolissacéridos
« Citotoxina vacuolizante (VacA)

\

Factores de +Ilhéu de patogenicidade cag

*Proteina activadora de neutroéfilos

accao toxica

Figura 10- Factores de patogenicidade de H. pylori (adaptado de (OLEASTRO, M. e
MONTEIRO, L., 2001)).

A enzima urease € uma proteina chave para a sobrevivéncia de H. pylori ao pH &cido
do estbmago, uma vez que possibilita a existéncia de um pH neutro em torno da
bactéria. A accdo desta enzima consiste na hidrélise da ureia, que se encontra
presente no estdmago, libertando-se di6xido de carbono e amoniaco, que neutralizam
0 pH do estbmago (Figura 11) (VOLAND, P. [et al.], 2003). Estudos com estirpes
mutantes de H. pylori, sem actividade ureasica, demonstraram que estas sao
incapazes de sobreviver in vitro em meio acido, mesmo na presenca de ureia e de
colonizar a mucosa gastrica de animais experimentalmente infectados (EATON, K.A.
[etal.], 1991); (CLYNE, M. [et al.], 1995).
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Figura 11- H. pylori a) microscopia electronica e b) representacdo esquemética da accdo da
urease que torna o ambiente acidico do estdbmago (representado a amarelo) num ambiente
neutro (representado a azul), possibilitando a sobrevivéncia da bactéria (adaptado de
(MONTECUCCO, C. e RAPPUOLI, R., 2001)).

No que diz respeito a motilidade, os flagelos presentes em H. pylori permitem que o
microrganismo consiga penetrar a camada de mucina. De facto, os mutantes de H.
pylori que ndo possuam flagelos ndo sdo capazes de colonizar a mucosa gastrica
(EATON, K.A. [et al.], 1991).

H. pylori tem um tropismo pela mucosa gastrica, aderindo as células epiteliais e, por
vezes, penetrando entre elas. A adesao parece actuar na patogénese através da lesédo
directa da célula, fazendo por um lado com que os produtos toxicos produzidos pela
bactéria sejam libertados nas proximidades da célula epitelial e por outro, actuando na

estimulacdo da producéo de citocinas pela célula epitelial (MAHDAVI, J. [et al.], 2002).

A citotoxina vacuolizante (VacA) é responsavel pela formacao de vacuolos nas células
epiteliais gastricas de individuos com Ulcera péptica e gastrite severa (MAHDAVI, J. [et
al.], 2002). Assim sendo, a proteina VacA encontra-se associada a Ulcera péptica e ao
cancro do estdmago (COSTA, A.C. [et al.], 2009).

A presenca de uma regio do genoma de H. pylori denominada ‘“ilha de

patogenicidade” cag PAI (cytotoxin associated gene pathogenecity island), apresenta
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um elevado relevo no desenvolvimento de doencas gastricas. A regido cag PAI é
multigénica, esta presente nas estirpes virulentas e pode ser associada ao risco de
doencas gastrointestinais em diversas populacbes (COSTA, A.C. [et al], 2009);
(MOLNAR, B. [et al.], 2010).

Durante a colonizacdo do hospedeiro humano, a bactéria H. pylori estabelece um
equilibrio entre a capacidade de sobrevivéncia hum nicho particular e a fuga a accao
do sistema imunitério do hospedeiro. Assim sendo, factores genéticos da bactéria, ou
do hospedeiro, ou factores ambientais, podem perturbar este equilibrio, ocorrendo
lesBes no epitélio gastrico, que conduzem a ulceracdo e a neoplasia (HOCKER, M. e
HOHENBERGER, P., 2003); (COSTA, A.C. [et al.], 2009).

4.5. DIAGNOSTICO E TERAPEUTICA

O diagnostico da infeccdo por H. pylori pode realizar-se recorrendo a métodos
invasivos (realizacdo de uma biopsia gastrica obtida por endoscopia digestiva alta,
teste da urease, histologia e cultura) e a métodos nao invasivos (serologia e teste
respiratério com ureia marcada com is6topos de carbono) (KUSTERS, J.G. [et al.],
2006); (COSTA, A.C. [et al.], 2009). Nenhum dos métodos, desenvolvido até hoje,
constitui o0 método ideal. Todos eles possuem as suas vantagens e desvantagens

consoante a situacdo em que sao aplicados.

A terapia da infec¢do por H. pylori baseia-se no recurso a antibidticos e supressores
da secrecao gastrica. Os antibiéticos mais utilizados sdo a amoxicilina, a tetraciclina,
os imidazéis (metronidazol e tinidazol) e alguns macrélidos (claritromicina e
azitromicina). O tratamento € geralmente efectuado a partir de terapias triplas
combinadas contendo claritromicina e/ou metronidazol, e com um inibidor da bomba
de protbes, conseguindo-se assim uma taxa de erradicacdo de cerca de 80%
(KUSTERS, J.G. [et al.], 2006). Uma alternativa mais moderna € a terapia quadrupla,
que combina sais de bismuto, um inibidor de bomba de protdes e dois antimicrobianos
(KUSTERS, J.G. [et al.], 2006).
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4.6. TERAPIAS ALTERNATIVAS

Os antibidticos e os inibidores da bomba de protbes constituem o modelo terapéutico
de eleicdo na erradicacédo de H. pylori (KUSTERS, J.G. [et al.], 2006); (COSTA, A.C.
[et al.], 2009). Contudo, nas ultimas duas décadas surgiram diversos problemas de
multiresisténcia bacteriana a antibidticos em diferentes espécies bacterianas
(KRAUSE, M., 2002); (GERRITS, M.M. [et al.], 2006). Neste contexto, a utilizacdo do
antibiético perde a sua eficacia, sendo a principal causa de insucesso da terapia
(MEGRAUD, F., 2004), atingindo 10 a 23% dos doentes submetidos a tratamento
(PARENTE, F. [et al.], 2003).

Torna-se preocupante a resisténcia a claritromicina e ao metronidazol, podendo
estender-se a maioria dos antibioticos (KRAUSE, M., 2002); (GERRITS, M.M. [et al.],
2006). A resisténcia a estes dois farmacos conduz a utilizagdo de outras combinagoes,
como a amoxicilina e levofloxacina, amoxicilina e rifabutina ou amoxicilina e
furazolidona. No entanto, é fundamental ter em conta que existe uma limitag&o pratica
de disponibilidade de farmacos em alguns paises. Assim sendo, embora teoricamente
seja possivel curar estirpes multiresistentes, ha uma necessidade crescente de

descoberta de novos agentes antibacterianos (MEGRAUD, F., 2004).

Considera-se cada vez mais necessario a pesquisa de novos métodos terapéuticos
para a erradicacdo da bactéria, de salientar: o recurso a uma vacina anti-H. pylori, a

utilizacdo de probioticos e a utilizag&o de fitoterapia.

Em termos de saude publica a vacina apresenta diversas vantagens em relacdo aos
antibidticos, como sejam, vantagens economicas, permite fazer prevencao, evita a re-
infecgdo que pode ocorrer no caso de terapéuticas a base de antibidticos e elimina a
resisténcia ao tratamento. Assim, no futuro, a utilizagdo de vacinas, que se encontram
actualmente em desenvolvimento (KABIR, S., 2007); (DEL GIUDICE, G. [et al.], 2009),

parece ser bastante promissora no controlo da infec¢éo por H. pylori.

Quanto a utilizacdo de probidticos, podem contribuir para evitar a infeccao por
bactérias patogénicas, por activagdo do sistema imunitario e competi¢cdo directa entre
a bactéria probiotica e a patogénica. A investigacdo acerca da tematica dos probiéticos
na erradicagdo de H. pylori encontra-se actualmente em curso (HAMILTON-MILLER,
J.M., 2003); (LESBROS-PANTOFLICKOVA, D. [et al.], 2007); (YASAR, B. [et al],
2010).
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No que diz respeito a fitoterapia, esta € uma terapia tradicional recomendada pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) como forma de ajuda as acc¢des de apoio
primario a saide (COWAN, M.M., 1999).

Assim, nos ultimos anos tem-se desenvolvido um interesse crescente por compostos
biologicamente activos incluindo antioxidantes de plantas e outras fontes naturais.
Alguns estudos epidemioldgicos revelaram uma correlacao entre a seropositividade ao
H. pylori e factores ambientais, incluindo a dieta, verificando-se uma baixa incidéncia
de infec¢do por este microrganismo com o consumo de vegetais, vinho e cha verde
(TOMBOLA, F. [et al.], 2003); (RUGGIERO, P. [et al.], 2007).

Varios produtos naturais tém vindo a demonstrar actividade antimicrobiana contra H.
pylori (ADENIYI, B.A. e ANYIAM, F.M., 2004); (NARAYAN, S. [et al.], 2007); (ADENIYI,
B.A. [et al.], 2009); (BROWN, J.C. [et al.], 2009), dos quais podemos destacar o
resveratrol (descrito em 3.3. Actividade Antimicrobiana) que constitui um dos pontos-

chave do presente trabalho.

Diversos estudos sugerem que o vinho possui actividade antimicrobiana contra
diferentes  microrganismos  patogénicos (DAROCH, F. [et al], 2001);
(PAPADOPOULOU, C. [et al.], 2005); (MARTINI, S. [et al.], 2009); (BOBAN, N. [et al.],
2010a). O vinho é constituido por diversos compostos fendlicos, nos quais se inclui o
resveratrol. Assim, a actividade antioxidante e antibacteriana de diferentes vinhos
podera estar relacionada com este composto. Como tal, varios autores tém
demonstrado que o vinho e alguns dos seus constituintes sdo eficazes contra
microrganismos relacionados com o tracto gastrointestinal (MAHADY, G.B. e
PENDLAND, S.L., 2000); (DAROCH, F. [et al.], 2001); (MORETRO, T. e DAESCHEL,
M.A., 2004); (PAPADOPOULOU, C. [et al.], 2005); (WAITE, J.G. e DAESCHEL, M.A.,
2007); (GANAN, M. [et al.], 2009). Por esta razéo, tem vindo a ser proposto que as
qualidades digestivas do vinho estdo relacionadas com as suas propriedades
antimicrobianas (WEISSE, M.E. [et al.], 1995).

Devido ao alto indice de resisténcia relativamente a terapéutica tradicional utilizada na
erradicagdo de H. pylori, métodos alternativos tém vindo a ser amplamente estudados
com a finalidade de aumentar a eficacia de erradicagdo da bactéria, fornecendo uma
alternativa de tratamento para os doentes onde ndo é erradicado o microrganismo
utilizando as terapias classicas, descritas anteriormente. Assim, é importante procurar

novos farmacos anti-H. pylori, sendo a fitoterapia um recurso com elevado potencial.
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ABSTRACT: A simple procedure based on solid-phase extraction and high performance liquid chromatography coupled to diode
array detector has been developed and validated for the qualitative and quantitative analysis of cis- and frans-resveratrol in wines.

The method was linear from 0.025 (lower limit of quantitation, LLOQ) to 15 jtg/mL for trans-resveratrol and from 0.023
(LLOQ) to 0.92 pg/mL for cis-resveratrol, with correlation coefficients higher than 0.99 for both isomers. Intra- and interday
precision and accuracy were in conformity with the criteria normally accepted in method validation, that is, CVs inferior to 15% and
mean relative errors within a +14% interval. The extraction presented mean efficiencies close to 100% for both analytes.

The validated methodology was applied to 186 Portuguese red wines from different regions, grape varieties and vintage. The
results obtained showed that the content of trans-resveratrol in red wines ranged from 0.05 to 10.9 ptg/mL, while the concentrations

of cis-resveratrol ranged from 0.04 to 8.71 ptg/mL.
KEYWORDS: resveratrol, SPE, HPLC-DAD, red wine

B INTRODUCTION

Portugal has along tradition as a wine producing country, and
there are several registered regions which produce quality wines
with designation of origin (DO) recognized by the European
Union. Resveratrol (3,4',5-trihydroxystilbene) has been identi-
fied as the major active biological compound of the stilbene
phytoalexins in wine." ? It can be found in wines, grapes,
legumes, berries, peanuts and ]:listat:hiosfk8 Chemically, resver-
atrol can exist as two isomers, trans-resveratrol and cis-resvera-
trol. The concentrations of each isomer in different grape
cultivars and the respective wines are extremely variable, depend-
ing also on geographical origin, winemaking processes, climate
and fungal presence.9 trans-Resveratrol isomerizes to cis-resver-
atrol when exposed to UV light® and this process causes changes
in the respective concentrations in grapes, must and wine, despite
the fact that is usually found at higher concentrations in wine.

Positive effects of resveratrol on health include cardiovascular
protection and risk reduction concerning heart diseases, antic-
ancer and anti-inflammatory properties and antioxidant and
antibacterial activities.'®”'¢

Sinceresveratrol is well-known as one of the most important
compounds present in wine, numerous analytical procedures
have been published for its determination. The most com-
monly used techniques are high performance thin-layer chro-
matography (HPTLC)” and high performance liquid
chr01nat0§raphy (HPLC) coul:\]ed to UV,'* 72!
(FLD)*** or electrochemical® detection. LC coupled to mass
spectrometry (LC—MS) has also been successfully applied to
analyze resveratrol in different foodstuffs.* ">’ Gas chroma-
tography (GC) has also been used for this purpose, but this
technique Eresents a drawback: a derivatization step is
essential,”*® involving a long and tedious treatment prior to

fluorescence
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the analysis. In addition, the high temperatures achieved may
cause the isomerization and degradation of the analyte.,!**?
Capillary electrophoresis (CE) has also been used for the
analysis of these coml:lounds.7‘9'30

Wine samples can be analyzed by direct injection or
after pretreatment by means of either liquid—liquid extraction
(LLE),"**73* solid phase extraction (SPE)* * or, more
recently, solid-phase microextraction (SPNLE).”

This paper describes a novel procedure for the determination
of trans- and cis-resveratrol in wine using solid phase extraction
(SPE) and high performance liquid chromatography with diode
array detector (HPLC-DAD). It should be noted that, to the best
of our knowledge, this is the first time that a Cg column with a
new procedure for SPE is used with high extraction eficiencies
and low limits of quantification (LLOQ).

The average levels of trans-resveratrol in red wines vary greatly
from one region to another or between varieties or vintages.g An
average red wine can be expected to contain 1.9 &+ 1.7 1ig/mL of

trans-resveratrol, with nondetectable levels as
9,35,37

21,23,31

the lower
limit.

Thus, the aim of this study was the development and valida-
tion of an analytical method based on SPE and HPLC with diode
array detector for the determination of frans- and cis-resveratrol
in different kinds of Portuguese red wines, 186 samples being
analyzed. To our knowledge, this work is the first to produce a
detailed analysis of the resveratrol contents in such a high
number of wine samples.
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B MATERIALS AND METHODS

Reagents and Standards. Acetonitrile, diethyl ether, methanol
and dichromethane were obtained from Merck Co. (Darmstadt,
Germany), all with 99.9% purity (HPLC grade). Ethyl acetate and n-
hexane were obtained from JT Baker (Deverter, The Netherlands) both
with 99.9% purity. Acetic acid (99.9% purity), isopropanol (99.8%
purity) and ammonium (99.5% purity) were obtained from VWR
(Fonteray-sous-Bois, France), José M. Vaz Pereira (Sintra, Portugal)
and Fluka (Steinheim, Switerzland), respectively. Ultrapure water was
obtained from a Milli-Q system (Millipore, Billerica, MA, USA). trans-
Resveratrol (3,4,5-trihydroxystilbene) (99.9% purity) was purchased
from Extrasynthése (Genay, France), and carbamazepine [internal
standard (IS), 99,9% purity ] was purchased from Sigma Aldrich Quimica
(Sintra, Portugal). Stock solutions (1 mg/mL) of trans-resveratrol and
the internal standard were prepared by dissolving each pure substance in
methanol. Subsequent working solutions at 1, 10, and 100 ¢tg/mL were
also prepared by proper dilution in methanol. Solutions of cis-resvera-
trol, since its commercial standard is not available, were prepared from
working standard solutions of trans-resveratrol as follows. A trans-
resveratrol stock solution (4 ug/mL) was placed in a UV box (Vilber
Loumart, Mame la Valleé, France) and was exposed at a distance of
20 cm to UV light (365 nm, potency equal to or higher than 8 W) for
30 min, obtaining an efficiency of 92%. All solutions were stored at 4 °C,
avuiding exposure to direct light.

Wine Samples. Wine samples from different vintages, grape
varieties, and from different Portuguese regions were kindly donated
by winemakers.

Instrumentation. SPE was carried out on BondElut LRC certify
Cg cartridges (300 mg) (Varian B.V,, Middelburg, The Netherlands).
The HPLC system includes a quaternary pump with controller (model
600), a manual injector (Rheodyne 7725i), an in-line degasser (AF) and
a diode array detector (DAD-2996) from Waters (Milford, MA, USA).
Chromatographic separation was achieved using a 5 ym particle size
XTerra MS C,3 ODS reversed-phase analytical column (150 x 4.6 mm i.
d.) from Waters ( Milford, MA, USA). All the injections were made with
a rheodyne valve, equipped with a 20 gL sample loop.

Gas chromatography—mass spectrometry (GC—MS) analysis was
performed using an HP 6890N gas chromatograph (Hewlett-Packard,
‘Waldbronn, Germany), equipped with a model 5973 mass selective detector
(Hewlett-Packard, Waldbronn, Germany). A capillary column (30 m x
0.25-mm i.d,, 0.25 #m film thickness) with 5% phenylmethylsiloxane (HP-5
MS), supplied by ] & W Sdentific (Folsom, CA, USA), was used.

Chromatographic and Detection Conditions. The mobile
phase consisted of a mixture of water, acetonitrile and acetic acid
(66:33.9:0.1, v/v/v, pH 3.4) and was filtered through a 0.20 g#m pore
size membrane, degassed ultrasonically and pumped in isocratic mode
through the chromatographic system at 0.5 mL/min. The eluate was
monitored at three different wavelengths: 306, 284, and 211 nm, where
trans- and cis-isomers of resveratrol and carbamazepine (internal stan-
dard, 1S)** have maximum absorbance, respectively. The retention times
were 7.1, 9.1, and 11.0 min for trans-resveratrol, cis-resveratrol and IS
respectively, Dbtaining a gond separation of all compounds. Carbama-
zepine was used as internal standard because the same extraction and
chromatographic conditions, as well as detection wavelength, could be
used. In addition, this compound is usually not found in wine samples.

Gas chmmatngraphic conditions were as follows: initial oven tem-
perature was 90 °C for 2 min, which was increased by 20 °C min~' to
300 °C and held for 3 min. The temperatures of the injection port and
detector were set at 220 and 280 °C, respectively. The split injection
mode was used (split ratio of 1:5), and helium with a flow rate of 0.8 mL
min_ " was used as the carrier gas. The mass spectrometer was operated
with a filament current of 300 #A and electron energy of 70 eV in the
electron ionization (EI) mode.
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Extraction Procedure. The extraction procedure was optimized
previously (see below), and the final conditions were as follows. A 2 mL
wine sample was diluted with 2 mL of water and 1 mL of phosphate
buffer 0.1 M (pH 6.0) and spiked with 100 4L of the IS solution
(100 pg/mL). The mixture was agitated in the roller mixer for 5 min.
The mixture was loaded onto a BondElut LRC certify cartridge,
previously conditioned with 1 mL of methanol and 1 mL of KH,PO,
0.1 M (pH6).

After the sample had passed through, the column was washed
sequentially with 3 mL of water, 1 mL of 0.1 M acetic acid and 2 mL
of n-hexane, and dried under full vacuum for 10 min. The analytes were
eluted with 3 mL of a mixture of dichloromethane:isopropanol:ammo-
nium [78:20:2 (v/v/v)], which was afterward evaporated to dryness at
30 °C under a gentle stream of nitrogen. The dry extract was dissolvedin
100 ¢L of mobile phase, and 20 yL was injected into the HPLC system.
The whole extraction procedure was carried out in subdued light to
avoid the light-induced isomerization of trans-resveratrol to the cis-
isomer during sample handling,

B RESULTS AND DISCUSSION

Preparation of the cis-Resveratrol Standard. Several ways
of transforming a standard solution of frans-resveratrol into the
cis form have been reported in the literature: exposure to
daylight18 and UV light at 360 and 254 nm.® The ideal conditions
of irradiation to transform the trans into the cis form were
established. The parameters that could influence the transforma-
tion of isomeric compound, such as UV radiation at 254 and
365 nm, time profiles (10, 20, and 30 min), the initial concentra-
tion of frans-resveratrol (4 ug/mL and 1 mg/mL), different
solvents (methanol and 12% ethanol) and several distances
between the lamp and the solution (10, 20, and 60 cm), were
optimized. This optimization was performed employing a uni-
variate approach, that is, each factor was evaluated while all other
factors were kept constant. First, a 4 ptg/mL solution of trans-
resveratrol was used and the distance to the UV light was fixed at
20 cm; three exposition times were studied (10, 20, and 30 min).
These experiments were performed at 254 and 365 nm. The
maximum process efficiency was obtained for an exposition of
30 min at 365 nm (about 90%), while at 254 nm only 40%
efficiency was obtained. Following these experiments, the wave-
length and exposition time were fixed at 365 nm and 30 min
respectively. Three distances to the UV source were evaluated
(10,20, and 60 cm). The best results were obtained for a distance
of 20 cm (around 90%), while efficiencies of 68 and 26% were
obtained at 10 and 60 cm respectively. Under these optimized
conditions, further experiments were performed, in order to find
the concentration of the trans-resveratrol solution which yielded
the highest process efficiency (4 g/mL versus 1 mg/mL). The
best results were obtained for a 4 yg/mL solution. Finally it was
tried to find the best solvent for this solution, and both methanol
and a 12% ethanol solution (to simulate wine samples) were
used. Higher process efficiencies were obtained when methanol
was used (90 versus 45%), and therefore this solvent was used in
this work.

The final optimized conditions for trans-resveratrol conver-
sion were therefore as follows: a stock solution at 4 prg/mL in
methanol was exposed at 20 cm to UV light (365 nm) for 30 min.
Process efficiency was calculated by the difference between trans-
resveratrol peak areas before and after the treatment with UV
light (n = 6), and a value of 92.39 & 0.27% was obtained. The

quantity of cis-resveratrol was therefore considered to be 92% of
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Figure 1. Influence of the extracting solvent on the peak area of trans-resveratrol: (A) diethyl ether, (B) ethyl acetate, (C) ethyl acetate:n-hexane
(50:50), (D) ethyl acetate:n-hexane (90:10), (E) ethyl acetate:n-hexane (10:90), (F) dichloromethane:ethyl acetate (50:50), (G) dichloromethane:
ethyl acetate (90:10), (H) dichloromethane:ethyl acetate (10:90), (I) acidic methanol:ethyl acetate (50:50).

the initial concentration of the trans-isomer. Those isomerization
conditions are usually not described in detail in the literature, and
variable recoveries have been reported. Indeed, Trela et al:* had
conversion rates of 67% (exposure at 254 nm for 10 h), while
Vian'® and Romero-Perez" reported rates of 80—90% by
exposing frans-resveratrol solutions to sunlight for 1 L' and
for 10 min.* However, these latter methods present the dis-
advantage that sunlight is not constant throughout the day or on
successive days, and therefore the conditions are difficult to
reproduce adequately.

Optimization of Extraction Procedure. Red wines are
highly complex and variable matrices, thus an extraction proce-
dure is often deemed necessary to obtain adequate sample
purification and to enhance the chromatographic column per-
formance and lifetime.

Before the application of the extraction technique to the wine
samples, several experiments with a simulated wine (“blank”
matrix) were carried out in order to select the optimum extrac-
tion process. For the optimization of the extraction procedure
several kinds of simulated wine were tried (n = 3): an aqueous
solution pH 3.4 with 1 M HCl and an aqueous solution contain-
ing ethanol (88:12 v/v) and tartaric acid (§ g/L) and bringing the
apparent pH to 3.6 with 2 M NaOH.****** The obtained results
for trans-resveratrol peak areas using each of these solutions did
not vary significantly, and therefore we have decided to use the
one which could be more easily prepared. We could not use
authentic wine, since resveratrol was always present. Due to the
huge number of samples analyzed, to use the standard addition
method would not have been practical.

The first approach to extract the compound was LLE as
described elsewhere.'”
tion times were tested. Although the most common extraction
solvents are diethyl ether and ethyl acetate, in this study we also
tested a mixture of ethyl acetate:n-hexane at different proportions
(50:50, 90:10 and 10:90), dichloromethane with ethyl acetate
(50:50,90:10 and 10:90) and acidic methanol with ethyl acetate

2— .
32734 Several organic solvents and extrac-
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Figure 2. Chromatogram of a simulated wine sample after LLE with
diethyl ether.

(50:50). The best results were obtained with diethyl ether
(Figure 1). However, this solvent also extracted other mono-
meric phenols (e.g., catechins and gallic acid) from wines. Even
when simulated wine was used, a new peak appeared (Figure 2).
To try to identify this peak, the extracts were derivatized with N-
methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoroacetamide (MSTFA) contain-
ing 5% trimethylchlorosilane (TMCS)”*® and analyzed by GC—
MS in the full scan mode (Figure 3A—C). This unknown
compound seemed to be generated by reaction of trans-resver-
atrol with diethyl ether, and the formation of a resveratrol dimer
may have occurred. So we tested solid-phase extraction (SPE) as
an alternative to LLE. With SPE many of the problems associated
with LLE can be prevented, such as incomplete phase separa-
tions, poor recoveries, and large solvent consumption. SPE is in
general more efficient than LLE, as it yields a quantitative
extraction that is easy to perform, and solvent use and laboratory
time are reduced. Several types of cartridges were tested: Oasis
HLB (60 mg) and MCX (60 mg), and BondElut Cg (300 mg).
Several extraction protocols were used, two for HLB and
BondElut cartridges [first a standard protocol (PT1) and a
second protocol promoting strong cation exchange (PT2)]
and one to MCX cartridges.

Sample preparation was the same for the three protocols
consisting of the following: a 2 mL wine sample was diluted with
2 mL of water and 1 mL of phosphate buffer 0.1 M (pH 6.0), and
spiked with 100 pL of IS. The mixture was agitated in the roller
mixer for § min.

dxdol.org/10.1021/4105004y |, Agric. Food Chem, 2011, 59, 2157-2168
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Figure 3. GC—MS chromatogram of a LLE of frans-resveratrol (S stg/mL) with diethyl ether (A). Mass spectrum of the TMS-derivative of trans-

resveratrol (B) and mass spectrum of the unknown compound (C).

Three different SPE protocols were tested, and in all of them
the extracts were evaporated to dryness under a gentle nitrogen
stream. All the experiments were performed in triplicate at three
different concentrations.

For Oasis HLB or BondElut Certify extraction cartridges, two
different protocols were used, with differences in the condition-
ing, washing and elution steps. In the first protocol the mixture
was loaded onto the cartridges, which had been previously
conditioned with 2 mL of methanol and 2 mL of water. After
the sample had passed through, the cartridge was rinsed with
2 mL of 5% of methanol, and dried for 10 min under vacuum. The
analytes were then eluted with 2 mL of methanol. In the second
protocol the mixture was loaded onto the cartridges, previously
conditioned with 2 mL of methanol and 2 mL of 0.1 M KH,PO,.
After the sample had passed through, the columns were washed
sequentially with 2 mL of water, 2 mL of 0.1 M acetic acid and
2 mL of n-hexane, and dried under full vacuum for 10 min. The
analytes were eluted with 2 mL of a mixture of dichloromethane:
isopropanol:ammonium [78:20:2 (v/v/v)].

In the third protocol, mixed-mode (Oasis MCX) cartridges
were used, which were previously conditioned with 2 mL of
methanol and 2 mL of water. After the sample had passed through,
the cartridge was then rinsed with 2 mL of HCI 0.1 M, 2 mL of
methanol and 2 mL of n-hexane, and then dried for 10 min under
vacuum. The analytes were then eluted with 2 mL of a mixture of
dichloromethane:isopropanol:ammenium [78:20:2 (v/v/v)].

In all protocols the dry extract was dissolved in 100 4L of
mobile phase, and 20 #L was injected into the HPLC system.
The whole extraction procedure was carried out in subdued light
to avoid the light-induced isomerization of frans-resveratrol to
the ds-isomer during sample handling.

Figure 4 illustrates the obtained results, and as can be seen, the
BondElut cartridge with the PT2 protocol originated better
extraction yields. Therefore, it was chosen to perform the
remaining experiments.

Method Validation. The analytical validation was performed
according to the guiding principles of the FDA™ and ICH.** The

procedure was validated in terms of selectivity, linearity, limits of
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detection and quantification, precision, accuracy, stability in
processed samples and extraction efficiency.

Specificity. The method’s specificity was checked by
chromatographic analysis of other substances that might be
present in an authentic sample [other polyphenols, such as
catechin (peak resolution of 2.9), epicatechin (peak resolution
of 2.6), rutin (peak resolution of 2.5) and gallic acid
(peak resolution of 3.4), and vitamins, such as retinol (peak
resolution of 2.6), thiamine (peak resolution of 3.6) and
ascorbic acid (peak resolution of 3.0)]. Since it is not possible
to test for all the possible interferences, only the most
frequent were tested. It was found that any influence could be
excluded due to different retention times and/or absorbance
spectra, as no interfering peaks were observed at the retention
times and selected wavelength for trans- and cis-resveratrol.
In addition, in all the analyzed wine samples the UV spectra of
the tested analytes were compared to those obtained in a
quality control sample analyzed contemporaneously. A match

gaucmao y %
H 6000000 % ’ | /
Ezwmo: % % % % ........

Figure 4. Comparison of different SPE cartridges with three distinct
protocols. Vertical bars represent the standard deviation (1 = 3).

Table 1. Linearity Parameters

linearity
compound calibration range (ug/mL) slope intercept R? values
trans-resveratrol 0.025—1.00 0.131  0.0008 0.9999
1.00—15.00 0.129 0.008 0.9993
cis-resveratrol 0.023—0.92 0,057  0.0003 0.9999

quality higher than 90% was obtained for both compounds in all
the tested wine samples, and therefore the method was con-
sidered specific.

Calibration Curves and Limits. Calibration curves for both
resveratrol isomers were performed separately, in order to avoid
the influence of the small percentage of trans-resveratrol present
in the solution of cis-resveratrol standard.

For trans-resveratrol we determined the linearity of the
method at concentrations ranging from 0.025 to 15.00 ztg/mL.
Sixteen calibrators were prepared in simulated wine and analyzed
using the described procedure. It was necessary to divide the
calibration range in two linear ranges, 0.025—1.00 #g/mL and
1.00—15.00 pg/mL. For cis-resveratrol the linearity range was
shortened, from 0.023 to 0.92 yg/mL with eight calibrators. The
calibration curves were obtained by plotting the peak-area ratio
between each analyte and the 1S versus analyte concentration
(Table 1). Calibrator’s accuracy [mean relative error (bias)
between measured and spiked concentrations] was within
+15% of the true values for all concentration levels. The limit
of quantitation (LLOQ), defined as the lowest concentration
that could be measured reproducibly and accurately, was
0.025 ptg/mL for trans-resveratrol and 0.023 for cis-resveratrol,
and these were also the method’s limits of detection, since at
concentrations below the LLOQ the reliable identification of the
analytes was not possible. These limits are comparable to those
obtained by other authors; however, in those papers the limits
were assessed maﬂlematica]ly,ss’y'w_w
limits were determined by the analysis of samples with decreasing
concentrations of the compounds, obtaining adequate precision
(coefficient of variation of less than 20%) and accuracy (bias
within a 20% interval of the true concentration).*®

Precision and Accuracy. Precision and accuracy were eval-
uated at three concentration levels (0.30, 4.50, and 12.50
fg/mL) for trans-resveratrol and at two concentration levels
for cis-resveratrol (028 and 0.74 ug/mL), analyzing for six
replicates for each concentration in the same day (intraday
precision) and on different days over seven days (interday
precision). The obtained CVs did not exceed 15% for all studied
concentrations. These values for precision fell well within the
normally  accepted in  bioanalytical ~method
validation.*>*® The values obtained for accuracy (in terms of
bias) were within a +15% interval of the nominal concentration,
and were considered acceptable (Table 2).

while in our work the

criteria

Table 2. Precision, Accuracy and Extraction Efficiency Results

intraday precision

interday precision

conen (ug/  efficiency mean conen (ug/  measd concn mean (ug/ CV®  bias® concn (ug/  measd concn mean (ug/ CV*  bias®
mL) (%) SD* mL) mL) (%) (%) mlL) mL) (%) (%)
trans-Resveratrol
0025 102.03 5.59 0.025 003 8.95 7.82 0.30 0.28 1056 —4.78
1.00 100.02 9.47 100 103 7.07 3.41 4.50 4.60 8.84 1.96
15.00 9927 6.62 15.00 14.31 3.84 —6.10 12.50 12.66 471 1.94
cis-Resveratrol
0.023 101.03 11.61 0.023 0.03 14.21 13.71 0.28 0.30 6.80 8.70
0092 100.15 15.34 0.092 0.08 15.05 8.16
092 99.98 8.34 0.92 097 9.82 5.01 0.74 0.79 8.50 7.60

“ Standard deviation. ¥ Coefficient of variation. ¢ Bias: [ (measured concentration) — (nominal concentration )]/(nominal concentration)] » 100.
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Table 3. Resveratrol Levels (#g/mL) for 186 Red Wines from Portugal

concn (ug/mL)

wine sample region varieties vintage trans-resveratrol cis-resveratrol
#1 Douro blend 2008 2.89 & 0.003 0.17 £ 0.001
#2 Douro NA NA 0.80 + 0.004 <LLOQ.
#3 Douro NA 2001 1.33 £+ 0.008 045+3 x 107*
#4 Douro NA NA 0.05 % 0.001 0w+2x 10"t
#5 Douro NA NA 122 4+ 0.021 <1LLOQ
#6 Douro NA NA 113 £ 0.021 021 £ 0.001
#7 Alentejo blend 2003 112 £0.010 0.13 £ 0.001
28 Douro NA 1991 198 £ 0.004 0.15 & 0.001
#9 Douro blend 1991 1914£3 x 107* 0.81 £ 0.040
210 Ribatejo NA 2008 222 40011 0.73 £ 0.005
#11 Beira Interior blend 2006 050 £3 x 107° <LLOQ.
212 Peninsula de Setdbal blend 2005 1.69 % 0.003 033£6x 10°
#13 Alentejo NA 2008 095 +0.027 <LLOQ
214 Peninsula de Setibal blend 2006 3.09 £0.019 0.67 £ 0.003
#15 Douro blend 2006 2.56 £0.018 1.06 + 0.005
216 Alentejo blend 2008 204 £0.012 0.14 = 0.001
#17 Beira Interior blend 2005 0.68 + 0.007 00942 x 107*
218 Beira Interior blend NA 2.83 £ 0.003 0.12 £ 0.001
#19 Beira Interior blend 2001 3.84 £0.009 032+4x107*
#20 Beira Interior blend 2005 121 £ 0.001 0.14 £+ 0.001
#21 Beira Interior blend 2005 0.70 + 0.012 <LLOQ.
#22 Beira Interior monovarietal 2004 126 £ 0.013 <LLOQ
#23 Bairrada blend 2006 330 £ 0.068 0.34 £ 0.004
#24 Alentejo blend 2005 193 £ 0.007 035+£9 x 107°
#25 Beira Interior blend 2006 1.60 £ 0.010 024 + 0.003
#26 Beira Interior blend 2007 344 0,019 1.03 £ 0.004
#27 Dio blend 1987 023+5x%x10°* 043 £ 0.002
#28 Alentejo blend 2008 1.74 4 0.013 0.69 + 0.007
#29 Alentejo blend 2008 2.80 £ 0.072 091 £ 0.010
#30 Beira Interior blend 2008 3.38 +0.035 1.31 + 0.003
#31 Ribatejo blend 2008 0.61 % 0.001 1.02 £ 0.003
#32 Ribatejo blend 2007 127 £ 0.008 0.71 & 0.001
#33 Ribatejo blend 2007 2.14 £0.009 486+2x 10*
#34 Ribatejo blend 2007 498 + 0.086 239 + 0.002
#35 Ribatejo monovarietal 2007 1.60 & 0.002 120 + 0.001
#36 Ribatejo blend 2008 263 4 0.003 1.87 4 0.003
#37 Ribatejo monovarietal 2008 4.32 £ 0.007 1.53 £ 0.002
#38 Ribatejo blend 2007 7.05 & 0.004 5§27 + 0.004
#39 Ribatejo blend 2002 047 £4 x 107* 044 +4 x 107*
£40 Ribatejo blend 2008 6.96 £ 0.005 891 £ 0.009
#41 Ribatejo blend 2008 3.55 £ 0.001 1.93 £ 0.002
#42 Ribatejo blend 2007 1.22 £ 0.006 046+2 x 107*
#43 Ribatejo blend 2007 3.19 £0.012 1.13 £ 0.002
#44 Ribatejo blend 2007 283+2x107* 2.04 £ 0.008
#45 Ribatejo blend 2006 0.67 + 0.003 035+ 4 x 107"
#46 Ribatejo blend 2008 1.87 %+ 0.006 1.53 £ 0.003
#47 Ribatejo blend 2007 1.65 = 0.007 088+ 1 x 107°
#48 Ribatejo blend 2007 332 £ 0012 1.86 £ 0.003
#49 Ribatejo blend 2006 342 4+ 0.005 1.07 + 0.006
#50 Ribatejo blend 2008 3.68 £0.013 1.48 £ 0.001
#51 Ribatejo blend 2005 0.79 + 0.004 0.65 4 0.003
252 Ribatejo blend 2008 252 £ 0.006 445 £ 0.002
#53 Ribatejo blend 2007 399 4 0.043 2.82 4+ 0.010
#54 Ribatejo blend 2007 119+£3 % 107* 068 £3 % 107*
#55 Ribatejo blend 2007 1.62 4 0.009 0.40 + 0.001
#56 Ribatejo blend 2007 418 £0.012 335+4x107*
#57 Ribatejo blend 2008 216 £ 0.011 1.19 £ 0.006
#58 Ribatejo blend 2009 1.42 £ 0.008 004+5x107°
#59 Ribatejo blend 2005 220 4 0.001 1.14 £ 0.002
#60 Ribatejo blend 2007 342 £ 0.021 243 £+ 0.001
#61 Ribatejo blend 2007 4.17 + 0.008 215 + 0.002
#62 Ribatejo blend 2008 251 4 0.006 1.82 4 0.003
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Table 3. Continued

wine sample
#63
#64
#65
£66
#67
268
#69
#70
#71
£72
#73
#74
#75
#76
#77
#78
£79
#80
#81
#82
#83
#84
#85
#86
#87
#88
#89
#90

region
Ribatejo
Ribatejo
Ribatejo
Ribatejo
Ribatejo
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Alentejo
Douro
Douro
Beira Interior
Beira Interior
Ribatejo
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior

Beira Interior

varieties

blend

blend

blend

blend

blend
monovarietal
blend

blend

blend

blend

blend
monovarietal
monovarietal
blend

blend

NA

blend

blend

blend

blend

blend

blend

blend

blend

blend

blend

blend
monovarietal
monovarietal
blend

blend

blend

blend

blend

blend

blend

blend

blend

blend

blend

blend

blend

blend
monovarietal
blend

blend

blend
monovarietal
blend
monovarietal
blend

blend
monovarietal
blend

blend

blend

blend

blend

blend

blend
monovarietal
NA

blend

2163

vintage

conen (fg/mL)

frans-resveratrol

3.28 4 0.007
4.56 £ 0.007
098 + 0.002
091 +0.003
03441 x107°
646 £0.027
6.14 + 0.032
8.09  0.006
594 £ 0.019
340 £ 0.013
3.68 £ 0.010
346 4 0.024
4.15 £0.019
115 £ 0.018
4.54 +0.028
0.55 + 0.004
2.36 & 0.005
3.55 4+ 0.023
1.89 £ 0.003
1.06 £ 0.012
2,05 4 0.019
1.64 + 0.004
3.46 % 0.006
0.77 £ 0.009
411 + 0.008
0.85 £ 0.014
8.69 & 0.066
1046 £ 0058
1.31 4+ 0.004
8.61 £ 0.079
7.29 4 0.095
062 +3 x107°
1.13 + 0.006
812 £ 0.120
6.16 £ 0.012
0.80 + 0.003
3.73 £ 0.002
023 £ 0.003
6.66 + 0.009
4,60 +0.023
148 £0.011
0.83 + 0.004
201 £ 0.008
5.17 4 0.067
3.77 £0.005
099 + 0.001
4.87 £0.078
2.86 & 0.001
144 +0.017
123 + 0.002
1.97 £ 0.009
1.63 £ 0.004
52643 x 1074
5.97 & 0.006
1.68 £+ 0.005
5.08 & 0.006
8.80 4 0.032
6.68 £ 0.048
541 40017
0.63 +0.011
045 +0.009
0.87 £ 0.007
1.90 £ 0.020

cis-resveratrol

097 £ 0.005
342 £ 0.003
0.69 + 0.002
1.05 £ 0.001
0.34 £ 0.001
433 £ 0.006
222 + 0.002
4.59 & 0.005
0.85 & 0.005
0.71 & 0.004
1.35 £ 0.001
2.38 + 0.008
287 £ 0.002
0.56 & 0.002
478 £ 0.016
023+2x 107"
1.68 £ 0.020
1.56 4 0.013
146 £ 0.002
029 £ 0.001
058+ 4 x 107
0.57 & 0.002
0.56 & 0.002
0.11 £ 0.001
033 £ 0.002
014+2 x 107*
0.65 = 0.003
007 £ 0.001
0.51 & 0.004
378 £ 0.036
543 + 0.040
095 + 0.001
049 £ 0.002
6.39 £ 0.047
4.87 £ 0.010
0.07 4 0.001
135 £ 0.002
0.08 £ 0.001
3.18 £ 0.004
1.81 4 0.003
3.33 £ 0.001
1.95 + 0.008
300£2 % 107
5.25 + 0.026
326 £ 0.001
0.73 £ 0.001
391 £ 0.015
871 £ 0.012
143 4 0.004
518 + 0.339
1.73 £ 0.003
092 £ 0.004
2.53 £ 0.001
4,60 & 0.002
127 £ 0.004
322 £ 0.004
4.86 4 0.003
s2+£3 %107
322 £ 0.001
0.31 4 0.003
016+1 % 107
0464 x 1077
0.50 £ 0.001
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Table 3. Continued

wine sample
#126
#127
#128
#129
#130
#131
#132
#133
#134
#135
#136
#137
#138
#139
#140
#141
#142
#143
#144
#145
#146
#147
#148
#149
#150
#151
#152
#153
#154
#155
#156
#157
#158
#159
#160
#161
#162
#163
#164
#165
#166
#167
#168
#169
#170
#171
#172
#173
#174
#175
#176
#177
#178
#179
#180
#181
#182
#183
#184
#185
#186

region
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Douro
Dio
Beira Interior
Douro
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Beira Interior
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Vinhos Verdes
Dio
Dao
Dio
Peninsula de Setubal
Peninsula de Setubal
Bairrada
Bairrada
Dao
Peninsula de Setubal
Dio
Peninsula de Setubal
Peninsula de Setubal
Bairrada
Bairrada
Bairrada
Bairrada

varieties

blend
monovarietal
monovarietal
monovarietal
blend

blend

blend

blend
monovarietal
monovarietal
monovarietal
blend

blend

blend

blend

blend

blend

NA

NA

blend

blend

blend
monovarietal
blend

blend
monovarietal
monovarietal
blend
monovarietal
blend

blend

blend

blend
monovarietal
monovarietal
monovarietal
blend
monovarietal
blend

blend
monovarietal
blend

blend
monovarietal
blend

blend

blend

NA

blend
monovarietal
blend

blend

blend

NA

blend

blend
monovarietal
blend

blend

blend

blend

vintage

1995

NA

2008
2007
2006
2008
NA

2005
2008
2009
2005
2006
2005
2006

conen (pg/mL)

trans-resveratrol

141 +0.027
3.02 £ 0.003
3.80 4+ 0.015
10.87 = 0.051
0.54 £0.015
2.76 £+ 0.009
3.37 +0.003
321 4 0.048
9.77 £ 0.014
0.80 +0.014
2.70 £ 0.005
942 +0.051
2.85 =+ 0.005
4.74 £0.019
493 £0.027
371 £0.022
525 4 0.005
4.37 £ 0.027
1.36 £+ 0.010
1.50 £ 0.003
0.80 + 0.026
5.51 £ 0.009
02043 x 107°
1.98 £ 0.004
2.88 4 0.014
1.17 4+ 0.001
1.48 £ 0.002
1.33 £ 0.009
0.71 £ 0.004
1.81 +0.011
3.88 £ 0.005
4.84 £ 0.040
0.50 £0.013
377 +0.018
0.58 £0.010
0.49 £ 0.007
4.36 +0.011
3.69 £ 0.001
8.59 =+ 0.006
6.76 £0.014
3.12 4+ 0.007
4.92 +0.011
0.43 £ 0.003
2.85 £ 0.004
1.93 +0.016
432 £0.017
3.90 £ 0.070
5.92 4 0.031
226 £ 0.006
6.03 + 0.001
620 + 0.006
4.58 £+ 0.021
2.26 £ 0.001
6.67 £0.032
4.57 £0.002
2.56 + 0.008
1.55 £ 0.003
2.98 4 0.008
281 +0.014
3.08 £+ 0.002
3.09 £ 0.001

cis-resveratrol

033 £ 0.002
278 £ 0.002
3.08 + 0.004
7.53 £ 0.004
0.87 £ 0.009
0.65 £ 0.002
1.84 + 0.001
032 + 0.004
270 £ 0.001
035 + 0.003
024+ 5% 107*
204 + 0.003
1.02 £ 0.001
443 £ 0.005
2.10 £ 0.007
2.65 £ 0.005
3.06 + 0.008
2.53 £+ 0.004
<LLOQ
030£7 x 107%
0.30 + 0.001
148 £ 0.002
4.40 + 0.001
121£4 % 107%
32042 % 107*
09241 % 107%
372 £ 0.005
0.82 + 0.001
3.76 £ 0.003
395 +0.013
1.77 £ 0.001
645 + 0.005
462 £ 0.015
1.99 + 0.004
3.78 £ 0.001
209 + 0.010
5.10 + 0.006
228 £ 0.006
4.88 + 0.005
342 £ 0.005
120 £ 0.002
1.65 £ 0.005
3.09 + 0.004
1.98 £ 0.001
1.36 + 0.005
2.07 £ 0.002
203 + 0.011
671 £ 0.005
131 £ 0.001
204 + 0.023
230£5x 107*
121 + 0.001
0.74 £ 0.001
126 + 0.001
328 £ 0.001
1.62 + 0.005
1.10 £ 0.002
0.80 + 0.001
0.77 £ 0.002
0.74 £ 0.002
1.35 £ 0.005

NA - not available; Concerning the samples presenting values higher than the upper limit of quantitation (ULOQ), those were diluted

and reanalyzed.
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The method’s precision using authentic samples was not
systematically evaluated, but all wine samples were analyzed in
duplicate, presenting good precision.

Stability. In order to study stability in processed samples at
three concentration levels, simulated wine was spiked with 0.025,
1.00, and 15.00 stg/mL of trans-resveratrol and 0.023, 0.092, and
0.92 for cis-resveratrol, and extracted using the above-mentioned

0,025 A
0,020+
0,015
0,010

0,005

0,000+

-0,005 T T

800 1000 1200 1400 160
Minutes

500

00704

00604

00504

00 45000 S0000

2000 30M 300
nm

Figure 5. (top) Chromatogram of a standard mixture of (A) trans-
resveratrol (retention time 7.1 min), (B) cis-resveratrol (retention time
9.1 min) and (C) carbamazepine (retention time 11 min ) at 306 nm and
(bottom) respective absorption spectra obtained by photodiode array
detection.

procedure (n = 3). After extraction, the samples were evaporated
and resuspended on 100 L of mobile phase and left at 4 °C for
18 h. These samples were injected with another set of samples,
which had been freshly prepared. The measured concentrations
of both sets of samples did not deviate more than 15% from the
nominal concentration. Stability was evaluated in authentic wine
samples as well, wine extracts being reanalyzed after 18 hat4 °C.
The obtained results were consistent with those which had been
previously obtained.

Extraction Efficiency. This parameter was determined by
replicate analysis (n = 6) of simulated wine samples spiked at
0.025, 1, and 15 pg/mL for trans-resveratrol and at 0.023, 0.092,
and 0.920 ug/mL for cis-resveratrol; a second set of simulated
wine samples (nonspiked samples) was also prepared and
analyzed. After SPE, the internal standard was added to both
sets of samples, while the second set of samples was further
spiked with the same amounts of resveratrol isomers (100%
efficiency). The obtained peak area ratios were compared, and
extraction efficiency was thus calculated.

The mean calculated values were 100.44% for trans-resveratrol
and 100.39% for cis-resveratrol (Table 2). The obtained efh-
ciency values were higher than those normally seen in SPE
methods,®** in LLE'*7** or when direct injection is
used 22331

Application of the Method to Wine Samples. To
demonstrate the applicability of this method, 186 commercially
available red wines from different geographical regions, grape
varieties and vintage were analyzed in duplicate and the obtained
results are presented in Table 3. trans- and cis-resveratrol were
identified by their retention times and by the wavelength
corresponding to the maximum absorbance of each com-
pound (Figure S5). A typical chromatogram of a red wine
sample [#129] is shown in Figure 6. The values found are
higher than those reported in the literature for most of the
Portuguese red wines,>33H37ATABS0752 i ch could be due to the
different geographical origins of the wine or grape variety, since
the content of these compounds depends on the climate and on
the temperature.”

The obtained results follow a normal distribution, and homo-
geneity of variance between each group of data was tested with
the Ftest. The comparison between grouped data was performed
using Student’s two-tailed ¢ test assuming nonhomogeneous
variance between the compared sets (p = 0.05). The lowest

T ————

2,004 A

1,504
=
< 1,001

B
0,504
C
0,004
T T T T T T T
2,00 400 6,00 8,00 1000 12,00 14,00
Minuies

Figure 6. Chromatogram obtained by injection of a processed wine sample [#129], 306 nm: (A) trans-resveratrol, (B) cis-resveratrol and (C) internal

standard.
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+ Vinhos Verdes (23 wines)
. Range: 0.20-8.59pgmL
Mean=2.71+1.8 pg/mL

Ribatejo (39 wines)
| Range: 0.34-696pgmL :
Mean=2.60+1.6 pg/mL

Peninsula de Seniibal (7 wines)
Range: 1.55-6.6" pg/mL
Mean= 3.41+2.0 pg/mL

¢ Douro (13 wines)
Range: 0.05-4.93pgmL |
LMeam=22141.5 pgml, |
Diio (7 wines) |
Range: 0.23-5.92 ng/mL!

1 Alentejo (7 wines) !
: Range: 0.77-2.80 pg/mL |

Figure 7. Map of Portugal mainland with average of trans-resveratrol levels in different wine regions (concentration ranges, mean values + standard

deviations).

average level of trans-resveratrol was found in wines from the
Alentejo region (1.62 £ 0.7 ug/mL), while Beira Interior
presented the highest level (3.50 & 1.9 s4g/mL). Although some
regions were found to be significantly different from other
regions, such as, e.g,, Alentejo compared to Beira Interior, Dao
and Vinhos Verdes, there are situations in which resveratrol
contents in wine do not differ significantly between regions, such
as in the comparison of wines from the Peninsula de Setubal
region to the remaining regions. These data are presented in
Figure 7.

According to the literature Canada produced red wines
with the highest average level of transresveratrol of
32 £ LS pug/mL with Greece and Japan at the other hand
with 1.0 & 0.5 pg/mL and 1.0 £ 0.6 ug/mL, respectively.”
Furthermore, the highest frans-resveratrol levels reported in
the literature were 11.9 pg/mL in a 1997 Swiss wine made
from the Pinot Noir grape™ and 14.3 ug/mL in a Hungarian,
2002 Merlot.>* According to the literature, levels of cis-resvera-
trol in red wines follow the same trend as seen for trans-
resveratrol. The highest average level of cis-resveratrol has been
found in wines from Canada 1.9 % 1.1 ug/mL.° In the present
work the highest trans-resveratrol value was 10.9 pig/mL in a
2007 Beira Interior denomination of origin made from the
Touriga Nacional grape, while the highest value obtained for
the cis-isomer was observed in a wine from the Beira Interior
region (8.71 ug/mL). By using this method, the presence of
trans- and cis-resveratrol was confirmed in all the red wine
samples analyzed.

In conclusion, we have developed a simple and rapid method for
the quantification of trans- and cis-resveratrol in wine samples. The
procedure is sensitive and specific, presenting low limits of
detection and quantification. The sample pretreatment procedure,
based on SPE with Cg cartridges, has granted excellent extraction
efficiencies for both isomers. The method has been completely
validated, including stability tests, showing excellent results for all
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the studied parameters. The present work contributes definitely to
a better scientific knowledge of Portuguese wines.
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Abstract Resveratrol  (3.4',5-wihydroxistilbene) is a
phytoalexin commonly found in food and drinks, which is
thought to possess antimicrobial activity. These effects
together with its well known antioxidant properties are
beneficial for the prevention of some diseases, e.g. cancer.
In this study we have verified that resveratrol has anti-
bacterial activity against all tested Gram-positive bacteria
using both the disk diffusion and broth microdilution
methods. Time kill assays of this compound against Gram-

positive bacteria showed that its effects on the growth of

bacterial cells were due to bacteriostatic action. The addi-
tion of resveratrol has allowed the identification of changes
in cell morphology and DNA contents, which have been
assessed through microscopic analysis and flow cytometry:
this suggests that the cell cycle is affected by resveratrol.
This study indicates that this compound may have potential
as a natural antibacterial agent for both food preservation
and medicinal use.

Keywords
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Introduction

Antibacterial therapy is a powerful tool for the treatment of

several diseases, and is a keystone of modern medicinal
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practice. However, the increased resistance of microor-
ganisms to the currently used antimicrobials has lead to the
evaluation of other agents that might have antimicrobial
activity.

Phytoalexins are low molecular weight compounds
which have been shown to possess biological activity
against a wide range of plant and human pathogens
(Jeandet et al. 2002; Mahady 2006). Amongst these sub-
stances, stilbene phytoalexins (from the Vitaceae and other
plant families) have been subjected to intense investigation
over the past decade, because of their potential implica-
tions on human health (Mahady 2006).

Resveratrol (3,4",5-trihydroxystilbene) is a phytoalexin
commonly encountered in several foodstuffs and drinks,
including red wine, grapes, peanuts, berries, etc. This
compound has been thought to possess antimicrobial
effects which, together with antioxidant properties, is
beneficial for the prevention of some diseases, such as
cancer and coronary heart disease (Jang et al. 1997; Baur
and Sinclair 2006; Sadruddin and Arora 2009).

The
antimicrobial

the
properties both
Gram-positive and Gram-negative bacteria. The microor-

aim ol this work was to demonstrate

of resveratrol towards
ganisms’ sensitivity to resveratrol was determined by
means of the disk diffusion method, while the broth
microdilution method was used to determine the minimal
inhibitory concentration (MIC) and the minimal bacteri-
cidal concentration (MBC) of the compound. Time kill
curves were used to assess the effect of resveratrol on the
growth of bacterial strains as a function of time. Bacillus
cereus morphology was also evaluated by light micros-
copy and scanning electron microscopy (SEM). Finally,
flow cytometry was used in order to better understand the
mechanism of action of resveratrol against Bacillus
cereus.
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Materials and methods
Microorganisms and growth media

Gram-positive bacteria: Bacillus cereus ATCC 11778
Staphylococcus aureus ATCC 25923; clinical methicillin-
resistant and sensitive Staphylococcus aureus (MRSA and
MSSA) and Enterococcus faecalis ATCC 29212. Gram
negative-bacteria: Escherichia coli ATCC 25922; clinical
Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae ATCC 13883;
clinical Klebsiella pneumoniae; Salmonella typhimurium
ATCC 13311; Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 and
clinical Pseudomonas aeruginosa. All the strains were
cultured at 37°C on nutrient agar (NA) medium; the
Mueller-Hinton broth medium (MHB) and Mueller—
Hinton agar medium (MHA) have been used in the anti-
bacterial activity assay.

Antimicrobial agent and chemicals

Resveratrol (3,4',5-trihydroxistilbene) was purchased from
Extrasynthése (Genay, France). The solutions which were
used in the disk diffusion method were prepared in dime-
thyl sulfoxide (DMSO), whereas the remaining solutions
have been prepared in culture medium with DMSO. The
reagents’ purity was suitable for these studies.

Agar disk diffusion assay

The antibacterial activity of resveratrol was determined
using the procedure of the diffusion test from the National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS
2003a), protocol M2-A8. Six millimetre diameter disks
have been impregnated with [0 pL of a resveratrol
solution in DMSO. Tetracycline was used as a positive
control to determine the sensitivity of the bacteria under

study. The inoculum was prepared by direct suspension of

colonies 1n sterile solution of (0.85% sodium chloride, and
the optical density has been adjusted to 0.5 McFarland
turbidity standard [1-2 x 10* colony forming units/mL

(CFU/mL)]. The plates were incubated at 37°C for

1618 h. Antimicrobial activity was evaluated in triplicate
via the measurement of the diameter of the inhibition
zone (DIZ).

Determination of minimum inhibitory concentration
(MIC) and minimum bactericidal concentration (MBC)

The MIC of resveratrol was determined by the method of

broth microdilution assay from the NCCLS 2003b, proto-
col M7-A6. The method which has been described for the

disk diffusion assays was also used for the preparation of

the 1noculum. Resveratrol was diluted twice to obtain

@ Springer

concentrations in the range 400-3.125 pg/mL, and the MIC
was determined after 17 h of incubation at 37°C. The
plates were read in the microplate reader at 595 nm, and
the percentage of growth inhibition of microorganisms as
regards the resveratrol concentration was assessed. The
MBC, the lowest resveratrol concentration capable of
causing a reduction higher than 99.9% of the initial inoc-
ulum growth, was determined in triplicate by subculture on
agar plate.

Time-kill curves

A standardized inoculum of the bacterial isolate was
grown with, and without the antimicrobial agent at dif-
ferent concentrations (1>, 2x and 3x MIC) for a period
of 24 h at 37°C (Eliopoulos 2005). Bacterial cultures have
been sampled by collection at regular time intervals (0, 2,
4,6, 8 and 24 h). Serial ten-fold dilutions ( 1(),1()7) of the
bacterial suspension have been performed in a 0.85%
sodium chloride solution, and 25 pL was inoculated onto
plate count agar (PCA) (n = 3). After 24 h of incubation
at 37°C, CFU were counted, and the limits of count
detection were of 5-50 CFU. The killing rate was deter-
mined by plotting the total number of viable cells as
log;oCFU/mL versus time. Bacteriostatic and bactericidal
activities have been defined respectively, as <99.9% kill
(<Blogyp) and as a =3log,y decrease in CFU/mL (99.9%
kill).

To evaluate these parameters, three independent exper-
iments were performed.

Bacterial morpholog

Bacterial morphology was studied by inoculation of MHB
with a suspension of Bacillus cereus, and a culture without
resveratrol was used as control. The influence of this
compound on bacterial morphology was evaluated using

light and scanning electron microscopy (SEM).

Flow cytometry

DRAQS5 (Biostatus Limited, Leicestershire, UK) stock
solution (5 mM) was diluted 1:50 with sterile distilled
water and stored at 4°C. Samples were run on a BD Bio-
sciences FACSCalibur flow cytometer. Acquisition and
analysis were performed using the CellQuest™ Pro Soft-
ware and were based on light-scatter and fluorescence
signals produced from 15 mW laser illumination at 488 and
635 nm. The signals corresponding to forward and side
scatter (FSC and SSC) and fluorescence were accumulated,
and the latter have been screened by a FL-4 at 661 nm long
pass filter.
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Results and discussion

From the results of the disk diffusion assay we have
observed that resveratrol presented antibacterial activity
against all tested Gram-positive bacteria (Table 1), and
thus prevented the growth of 11 (84.6%) from the 13 tested
microorganisms; as regards the Gram negative bacteria, the
compound has shown antimicrobial activity on five of the

observed between Gram-positive and Gram-negative bac-
teria may be explained by the fact that the latter microor-
ganisms are more complex from a structural and chemical
point of view, which is consistent with previous studies
using similar (Chan 2002) or different strains (Mahady and
Pendland 2000; Docherty et al. 2001; Wang et al. 2006;
Docherty et al. 2007; Shan et al. 2008).

In this work, resveratrol concentrations ranging from

seven tested strains.

Table 1 Screening of
antimicrobial activity of
resveratrol using the disk
diffusion test and broth
microdilution method

* (—): not active; (+): active
(diameter of inhibition zone
greater than 6 mm)

Fig. 1 Time-kill curves of
resveratrol at 1x, 2x and 3x
the MIC of B. cereus ATCC
11778 (a), S. aureus ATCC
25923 (b) and E. faecalis ATCC
29212 (¢). Untreated control,
open squares; 1 x MIC, filled
triangles; 2x MIC filled circles
and 3x MIC, filled squares.
Effect of resveratrol (3x MIC)
at the various growth stages of
B. cereus ATCC 11778 (d).
Resveratrol was added at O h,
open circles; 2 h, filled
triangles; 3 h, filled circles; 4 h
open triangles and 6 h, filled
squares. Positive control, open
squares. The results are
presented as mean = standard
deviations (n = 3), and the
coefficients of variation for all
concentrations are <5%

These differences that have been

3.125 to 400 pg/mL have been tested, and its MIC for all

Microorganisms

Diameter of the inhibition
zone (DIZ-mm)

Broth Microdilution

Resveratrol

(10 pL/disk)”

MIC resveratrol
400-3.125 pg/mL

Gram-positive bacteria

Bacillus cereus ATCC 11778 9.8 £ 1.5(+4) 50
Staphylococeus aureus ATCC 25923 9.6 £0.6(+) 100
MSSA Staphylococcus aureus 11 £ 1.0 (+) 100
MRSA Staphylococcus aureus (1st) 9+ 14(4) 200
MRSA Staphyvilococcus aureus (2nd) 9+ 0.7(4) 200
Enterococeus faecalis ATCC 29212 7.0L£0+) 100
Gram-negative bacteria
Escherichia coli ATCC 25922 82+ 1.5(+) =400
Clinical Escherichia coli 7.7 £ 0.6 (+) =400
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 7.0+ 0(+) =400
Clinical Klebsiella pneumoniae 7.7 £ 0.6 (+) =400
Salmonella typhimurium ATCC 13311 8.0 £ 1.4 (+) >400
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (=) =400
Clinical Pseudomonas aeruginosa (—) =400
(a)10 (h)10
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w w
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Fig. 2 The effect of resveratrol
on B. cereus ATCC 11778
morphology by light
microscopy ((a) and (b)) and
scanning electron microscopy
((¢) and (d)). The cells in
positive control (a) and (c¢) and
exposure of B. cereus to a
concentration of resveratrol

of 200 pg/mL (b) and (d).
Fluorescence histogram of

B. cereus ATCC 11778 stained
with DRAQS (e) positive
control (/) and exposure to
200 pg/mL of resveratrol (2)

Gram-positive bacteria (Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus and Enterococcus faecalis) was determined. The
microorganism that presented highest sensitivity towards
resveratrol was Bacillus cereus ATCC 11778 (MIC 50 pg/
mL), followed by Staphylococcus aureus ATCC 25923 and
Enterococcus faecalis ATCC 29212, which have presented
a MIC of 100 pg/mL (Table 1).

It was not possible to obtain resveratrol concentrations
higher than 400 pg/mL due to its poor solubility (Jeandet
et al. 2002), and therefore its MIC on Gram-negative

@ Springer

FL4-H

bacteria was not determined. Consequently, the efficacy
of inhibition (in terms of percentage) presented by
different concentrations of resveratrol was used to eval-
uate its activity against these bacteria. At a concentration
of 400 pg/mL, the inhibition percentages
for Escherichia coli, Salmonella typhimurium and Kleb-
siella  pneumoniae were respectively, 81, 80 and
58%. In addition, it was not possible to determine
the MBCs, since the maximum tested concentration was
400 pg/mL.

observed
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Gram-negative strains cultured in the presence of res-
veratrol have presented a decrease in their growth, whereas
for Gram-positive bacteria the division of the organisms
has stopped. However, when the bacteria are placed in
PCA, their growth may be resumed.

Time-kill curves have been used to determine whether
resveratrol effects are either bacteriostatic or bactericidal.
According to our results, resveratrol shows bacteriostatic
activity against the tested Gram-positive bacteria, since
their growth was prevented as compared to a positive
control (Fig. la—c).

In contrast, Docherty et al. (2007) have shown in an in
vitro study that resveratrol inhibited Propionibacterium
acnes, and presented bactericidal activity at the highest
tested concentration (200 pg/mL). Furthermore, Jung et al.

(Jung et al. 2005) have observed fungicidal activity of

resveratrol against human pathogenic fungi.

Considering both the results obtained by these authors
and those obtained in this work, we may suggest that res-
veratrol presents different effects, depending on the
involved microorganisms and respective strains.

In the treatment of bacterial infections caused by Gram-
positive organisms, the assumption that the action in vivo
is bactericidal and not bacteriostatic is intuitive rather than
based on rigorous scientific research (Pankey and Sabath
2004). Moreover, several authors agree in the fact that the
possible superiority of bactericidal over bacteriostatic
agents may be of little relevance for the treatment of most
Gram-positive provoked infections, particularly in those
patients with uncomplicated infections in which the
immune system 1s not impaired.

The time kill curve study has demonstrated that resve-
ratrol presented bacteriostatic activity against Bacillus
cereus at any stage of growth (Fig. 1d), considering that a
reduction =99.9% of the inoculum was not observed.
When the compound was added at the beginning of the
assay (f = 0 h), the number of viable cells remained con-
stant. However, when this addition took place at any stage
of the exponential phase, or at the beginning of the sta-
tionary phase, a decrease in the number of viable cells was
observed. These data may suggest that bacterial growth is
mhibited by resveratrol, but also that it may kill a specific
fraction of the cell population. This fraction would be
probably those cells which are actively growing, since a
less pronounced reduction of the number of viable cells
was observed when resveratrol was added at the beginning
of the stationary phase.

The treatment of Bacillus cereus with increasing con-
centrations of resveratrol (200 pg/mL) has lead to a mor-
phological change in the cells, from the typical long rod
shape to short rods or even to a coccus-like shape (Fig. 2b,
d). This has also been observed by Si et al. (Si et al. 2006)

as regards the use of other compounds, e.g. epicatechin
gallate (ECG) and epigallocatechin gallate (EGCG).

Flow cytometry and the fluorescent dye DRAQS, a
novel far-red fluorescent DNA dye which can be used in
living cells (Smith et al. 2000), were used to investigate the
effect of resveratrol. As can be seen in Fig. 2e, the fluo-
rescence histogram of resveratrol-treated cells has shifted
towards left when compared to the control assay, and this
indicates a decrease in the fluorescence intensity. These

results have shown that resveratrol has decreased the
intracellular  DNA  contents, taking into account the

capacity of stoichiometric binding of DRAQS5 to DNA.
These data and SEM suggest that cell growth is inhibited,
which may in turn stop cell division. These results further
suggest that resveratrol do affect the bacterial cell cycle.
In conclusion, the results obtained in this study have
pointed out the antimicrobial activity of resveratrol against
The
activity towards some microorganisms presented by this
compound, as well as its effect on Gram-positive bacteria,
provides useful information for potential therapeutic use. In
addition, the bacteriostatic effect of resveratrol might jus-
tify its possible use against Gram-positive bacteria, e.g.
Bacillus cereus or Staphylococcus aureus. Despite of the

some human pathogenic bacteria. antimicrobial

fact that the exact mechanism of the antibacterial action of
resveratrol has not yet been fully elucidated, our results
suggest that the antibacterial effects are related to the
cellular growth.

Resveratrol has draught attention not only for being a
possible natural antimicrobial but also for its potential
functional and therapeutic applications. Therefore, its sig-
nificant potential for use both in clinical practice and food
preservation deserves further investigation in the future.
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Abstract

There is considerable interest in alternative approaches for the eradication of
Helicobacter pylori using biologically active compounds including antioxidants from a
wide range of natural sources. In this work we have investigated the antibacterial
properties of resveratrol towards different Helicobacter pylori strains. In addition we
studied the inhibition of Helicobacter pylori urease by resveratrol and red wine. In those
assays, resveratrol inhibited the growth of all the 17 H. pylori strains tested, with
inhibition diameters ranging from 16 to 28 mm and minimum inhibitory concentration
values varying from 25 to 100 pg/mL, confirming its antimicrobial properties. Moreover,
resveratrol and red wines showed an inhibitory effect on H. pylori urease activity, which
is considered a virulence factor of this organism and essential for colonization and
establishment of the infection. Further kinetic analysis revealed that inhibition occurred
in a non-competitive and concentration-dependent manner. Overall, the results suggest
that resveratrol and red wine may have potential for new therapy schemes that include

natural products as an alternative therapeutic approach.

Keywords: resveratrol, Helicobacter pylori, urease, wine
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1. Introduction

Helicobacter pylori is a Gram-negative spiral-shaped, fastidious, microaerophilic
bacillus which rapidly hydrolyses urea as part of its adapted survival methods
(Montecucco & Rappuoli, 2001; Vale & Vitor, 2010). It has been implicated as the
etiologic agent of chronic gastritis, peptic ulcer, gastric adenocarcinoma and related
gastroduodenal disorders (Graham, 1994). Several potential virulence factors may be
responsible for the pathogenicity of H. pylori, such as cagA, vacA and urease
(Montecucco & Rappuoli, 2001). The cagA and vacA genes are the two major H. pylori
virulence markers. The cagA gene is a strain-specific gene, belonging to the cag
pathogenicity island, which has been associated with severe gastric disease (Blaser et
al., 1995; Censini et al., 1996). The vacA gene encodes for a vacuolating toxin and is
characterized by a mosaic structure for which different alleles have been identified in
the signal (s), middle and intermediate regions of the gene (Atherton et al., 1995;
Rhead et al., 2007). Only the vacA sl type has been associated with in vitro cytotoxin
activity (McClain et al., 2001). The bacterium produces high levels of the enzyme
urease which converts urea into ammonia, producing a local alkaline environment that
enables the organism to survive on the acidic environment of the stomach as well as
aids its initial colonization of the gastric mucosa (Mobley, Cortesia, Rosenthal, & Jones,
1988; Nagata, Satoh, Ilwahi, Shimoyama, & Tamura, 1993). Successful treatment of
chronic H. pylori infections leads to the resolution of gastritis and a decrease of ulcer
recurrence. Unfortunately, eradication of H. pylori has proved to be difficult, and an
optimal regimen has not yet been defined (O'Connor, Gisbert, & O’Morain, 2009).
Triple therapy using at least two antibiotics and either bismuth or a proton pump
inhibitor results in eradication rates of 90% (Marshall, 1993). However, these regimens
are complicated, have significant side effects and compliance problems, often leading
to relapse. Since complete cure is not always achieved with triple therapy, alternative
therapeutic agents are sought. It is why the search for new antimicrobial agents to
eradicate H. pylori and yield better therapeutic results is of critical importance,
especially in developing countries where the rates of H. pylori infections are high. Thus,
in recent years a growing interest in biologically active compounds, including
antioxidants from plants and other natural sources, has been observed, as some
epidemiological studies have shown a correlation between seropositivity to H. pylori
and environmental factors, including diet (Brenner, Berg et al., 1999; Ruggiero et al.,
2007). Indeed, a low incidence of infection has been associated with the consumption

of vegetables, wine and green tea. The phytoalexin resveratrol (3,4’,5-

93



Capitulo Il — Parte Experimental
e

trihydroxistilbene) has been attributed to numerous beneficial biological effects
(Anastasiadi, Pratsinis, Kletsas, Skaltsounis, & Haroutounian, 2010; Bertelli & Das,
2009; Jang et al., 1997), including potent antimicrobial activity (Chan, 2002; Daroch et
al., 2001; Dochertyl, McEwen, Sweet, Bailey, & Booth, 2007; Mahady & Pendland,
2000; Mahady, Pendland, & Chadwick, 2003; Paulo, Ferreira, Gallardo, Queiroz, &
Domingues, 2010; Shan, Cai, Brooks, & Corke, 2008; Wang et al., 2006). In addition,
some studies also suggest that wine possesses antimicrobial activity against various
pathogens (Boban et al., 2010; Daroch et al., 2001; Martini et al., 2009; Papadopoulou,
Soulti, & Roussis, 2005). Wine consists of different phenolic compounds, such as
resveratrol, and the antioxidant and antibacterial activities of different wines can be
related to this compound.

Likewise, it has been shown that wine and some of its components are effective
against some gastrointestinal pathogens such as Campylobacter jejuni, Escherichia
coli, Salmonella, Listeria and H. pylori (Daroch et al., 2001; Ganan, Martinez-
Rodriguez, & Carrascosa, 2009; Mahady, Pendland, & Chadwick, 2003; Martini et al.,
2009; Moretro & Daeschel, 2004; Papadopoulou, Soulti, & Roussis, 2005; Waite &
Daeschel, 2007), and it has been proposed that the digestive qualities of wine are to a

great extent the result of its antibacterial properties (Weisse, Eberly, & Person, 1995).

The aim of this work was to evaluate the antibacterial properties of resveratrol towards
different Helicobacter pylori clinical strains, presenting different virulence profiles and
different susceptibility patterns against the antibiotics that are usually used in anti-H.
pylori therapy. The disk diffusion method was used to determine the susceptibility to
resveratrol and the minimum inhibitory concentration (MIC) of this compound was
assessed by the agar dilution method. Moreover, considering the crucial role that
urease plays in H. pylori survival and gastric colonization, the urease inhibitory activity
of resveratrol and of two different red wines was also evaluated. Finally, the anti-urease

activity of resveratrol was kinetically characterized.
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2. Materials and Methods

2.1. Microorganisms and growth media

A total of 17 H. pylori strains were studied, two reference strains 26695 (ATCC 700392)
and J99 (ATCC 700824), and 15 clinical isolates obtained from the collection of
bacterial strains of the Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA) (Table 1).

These strains were previously genotyped concerning the two major H. pylori virulence
genes, cagA and vacA genes, i.e. characterized for the presence or absence of cagA
and for the vacA s allele. Strains carrying the toxigenic vacA sl allele were classified
as vacA positive and strains carrying the nontoxigenic allele s2 were classified as vacA
negative. The strains were also tested against the antibiotics metronidazole,
clarithromycin and ciprofloxacin (Table 1).

Strains were cultured on H. pylori selective agar (Wilkins-Chalgren agar supplemented
with 10% desfibrinated horse blood), vancomycin [10 mg/L], cefsulodin [2 mg/L],
trimethoprin lactate [5 mg/L], and fungizona [1 mg/L] (Biogerm, Maia, Portugal) and
incubated at 37°C for 24 h in a anaerobic jar (Oxoid, Cambridge, United Kingdom) with
a gas generator system (CampyGen; Oxoid), under microaerobic conditions. For the
antibacterial activity assays, strains were cultured in Mueller-Hinton agar medium
(MHA) (LiofilChem, Milan Italy) with 10% of defibrinated horse blood (ProBiologica,
Belas, Portugal), at 37°C.

2.2. Antimicrobial agent and chemicals

Resveratrol (3,4’,5-trihydroxistilbene) was obtained from Extrasynthése (Genay,
France). Acetohydroxamic acid (AHA) was purchased from Sigma Aldrich (Steineheim,
Germany). The solutions used in disk diffusion method were prepared in 1.5% of
dimethyl sulfoxide (DMSO) with a concentration of 400 ug/disk .The solutions used in
the agar dilution method and in the urease inhibition assay were prepared in culture
medium with DMSO, resveratrol and AHA concentrations ranging from 6.25 to 400

pMg/mL. The reagents’ purity was suitable for these studies.

2.3. Wine samples

Commercial samples of two red wines (controlled denomination of origin-DOC-Beira

Interior, Portugal) were used, having different amounts of resveratrol (wine 1 with 10.46
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png/mL and wine 2 with 1.26 pg/mL), from the same geographic region (Beira Interior)
and grape variety (Touriga Nacional), having also the same ethanol content (13.5%)
and pH (3.4).

2.4. Agar disk diffusion assay

The antibacterial activity of resveratrol was determined by disk diffusion, according to
the procedures of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), protocol M45-
A (CLSI/NCCLS M45-A, 2006). Disks of 6 mm diameter were impregnated with 20 pL
of resveratrol in DMSO, with a concentration of 400 pg/disk. Disks impregnated with 20
pL of clarithromycin and 20 pL of amoxicilin were used in parallel, with concentrations
of 15 pg/disk and 10 pg/disk, respectively. A disk containing only DMSO was also used
in order to exclude a possible antibacterial activity of this compound. The inoculum was
prepared by direct suspension of colonies in sterile solution of sodium chloride 0.85%
and optical density was adjusted to 2 McFarland turbidity standard (1x10°-1x10° colony
forming units/mL- CFU/mL). MHA plates with 10% horse blood were inoculated by
flooding the agar surface with the inoculums suspension and the excess fluid was air-
dried. Four disks by plate were applied at equidistant points on top of the agar medium
and the agar plates were incubated at 37°C for 72h, under microaerobic conditions.

Antimicrobial activity was evaluated by measuring the diameter of the inhibition zone

around the disk. At least three independent experiments were performed in duplicate.
2.5. Agar Dilution Method

The MIC of resveratrol was determined by the agar dilution method, according to the
procedures of the CLSI, protocols M45-A and M100-S19 (Table 2L) (CLSI/NCCLS
M45-A, 2006; CLSI/NCCLS M100-S19, 2009). Resveratrol was serially diluted twofold
and 45 pL of each dilution was incorporated in 2955 pL of appropriate melted agar
medium (MHA) with 10% desfibrinated horse blood and poured in a Petri dish (capacity
3 mL). The final concentrations of resveratrol in the medium ranged from 6.25 to 400
png/mL, which is in accordance with values described in literature (Langcake & Pryce,
1976; Shan, Cai, Brooks, & Corke, 2008). The inoculum was prepared in the same way
as in the case of disk diffusion, adjusting the optical density to 2.0 McFarland (1x10’-
1x10° CFU/mL). Agar plates were inoculated with 2 pL of bacterial suspension and the
plates were incubated for 3 days at 37°C under microaerophilic conditions. The MIC

was defined as the lowest concentration of resveratrol that will inhibit the visible growth
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of a microorganism. At least three independent experiments were performed in
duplicate, in parallel with two growth controls consisting of medium with or without
DMSO.

2.6. Preparation of Helicobacter pylori urease

For urease inhibition assays bacterial suspension of three H. pylori strains (26695,
1692/05 and 553A/02) were prepared in a 0.85% sodium chloride solution. These two
last strains were selected because 1692/05 is the most virulent and resistance strain,
and 553 A/O2 is negative in both virulence factors and susceptible to all antibiotics
tested. Suspended cells were collected by centrifugation (4.600 rpm, 15 min, 4°C),
washed twice with a 0.85% sodium chloride solution, followed by a final wash with
phosphate buffered saline (pH 7.4) solution. Then water with protease inhibitors was
added to the pellet and sonication was performed for one minute. Following
centrifugation (15,000g , 10 min, 4°C), the supernatant was desalted using a centrifugal
filter device 10.000 MWCO PES (Vivaspin 6 Lab Technology Products, Goettingen,

Germany) at 4°C, samples were washed twice with water and further concentrated.

2.7. Urease Inhibition Assay

Several concentrations of resveratrol and AHA (positive control), both ranging from
6.25 to 400 pg/mL, two different red wines and water (negative control) were tested in
this assay. For each test, the following reagents were added in a 1.5 mL microtube: 10
puL of phosphate buffer (100 mM, pH 7.4), 15 uL of each of the previous compounds
and 25 pL of urease solution (final concentration 2 U) were mixed and pre-incubated at
37°C for 10 min. The urease reaction was started by adding 25 uL of urea solution 25
mM to each tube and incubated for 30 min. The ammonia concentration was
determined with a colorimeter at 636 nm after coloration with the phenol hypochloride
assay (Witte & Medina-Escobar, 2001). Calibration curves were prepared with
ammonium chloride solutions. The protein content was determined by a commercial

Bradford assay (BioRad) using Bovine Serum Albumin as a standard.
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3. Results and Discussion
3.1. Antibacterial Activity

Resveratrol has attracted attention as potential antimicrobial for food protection or even
for therapeutic purposes. This report describes the antibacterial activity and urease

inhibitory activity of resveratrol and red wines samples against H. pylori.

Resveratrol, a polyphenol found in wine, is known to exhibit potent inhibitory activity
against H. pylori (Mahady & Pendland, 2000; Mahady, Pendland, & Chadwick, 2003).
In this study, the antibacterial activity of resveratrol against 17 strains of H. pylori was
examined. The diameter of inhibition zone and the minimum inhibitory concentration
(MIC) were evaluated, and the results are reported in Figure 1 and Figure 2,
respectively. From the results of the disk diffusion assay we observe that resveratrol (at
400 pg/disk) prevented the growth of all tested strains, with the inhibition diameters of
growth ranging from 16 to 28 mm (Figure 1), indicating a variable susceptibility of the
strains to resveratrol. The observed differences may be explained by the fact that the
strains are very heterogeneous, presenting different virulence profiles and diverse
antibiotics susceptibility patterns (Mahady, Pendland, & Chadwick, 2003; Martini et al.,
2009).
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Figure 1. Antibacterial activity of resveratrol against several Helicobacter pylori strains, using
the disk diffusion test. The results are presented as mean + standard deviations (n=3), and the

coefficients of variation were < 5%.
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Figure 2. Antibacterial activity of resveratrol against various Helicobacter pylori strains, using
the agar dilution method. Each experiment consisted of two replicates repeated three times with

different resveratrol concentrations (6.25-400 pg/mL).

Resveratrol concentrations ranging from 6.25 to 400 pg/mL were tested by agar dilution
method, and the corresponding MIC was determined for all strains. The MIC ranged
between 25 and 100 pg/mL, with the majority of the strains presenting a similar
susceptibility pattern (MIC=50 ug/mL) (Figure 2). The three H. pylori strains that were
inhibited with the lowest resveratrol concentration were susceptible to all the antibiotics
tested, two of them (strains 8/00 and 5/00) were negative for both cagA and vacA
genes and the third strain (1025/03) was positive for cagA negative for vacA. In
contrast, resveratrol showed less activity against strains 67/99 and 18/99 (MIC= 100
png/mL), which were positive for both virulence factors and resistant to metronidazole
(Table 1 and Figure 2). These results were consistent with previous studies
demonstrating that resveratrol has different antibacterial activity against various H.
pylori strains (Chatterjee, Bagchi, Yasmin, & Stohs, 2005; Chatterjee, Yasmin, Bagchi,
& Stohs, 2003; Daroch et al., 2001; Lee, Shin, & Hahm, 2008; Mahady & Pendland,
2000; Mahady, Pendland, & Chadwick, 2003; Martini et al., 2009; Murano et al., 2005;
Ralhan, Pandey, & Aggarwal, 2009; Zaidi et al., 2009). According to the literature,
resveratrol exhibits the most potent inhibitory activity on H. pylori infection under

neutral conditions (Murano et al., 2005).
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Recent studies conducted in vivo suggest that resveratrol is well tolerated and has non-
toxic effects (Boocock et al., 2007; Williams, Burdock, Edwards, Beck, & Bausch,
2009). In addition, it was previously demonstrated that resveratrol and red wine
extracts inhibited the growth of H. pylori cagA positive strains (Mahady, Pendland, &
Chadwick, 2003). The antibacterial activity of Chilean red wines and the active extracts
of two randomly selected wines were assayed for their antibacterial activity on H. pylori
strains (Daroch et al., 2001). All the red wines studied showed some antibacterial
activity on the strains tested, although the strains were heterogeneous in their
susceptibility to each particular wine. The results indicate that Chilean red wines might
have an antibacterial activity on H. pylori, which depends mainly on the presence of
resveratrol in the specific wine. Furthermore, the red wine significantly prevented
gastritis and limited the localization of bacteria and VacA to the surface of the gastric
epithelium in H. pylori-infected mice (Ruggiero et al., 2007; Tombola et al., 2003). All
these facts suggest that polyphenols or polyphenol derivatives from wine could be

useful in the prevention or treatment of H. pylori-associated gastric diseases.
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Table 1. Helicobacter pylori strains characterization regarding virulence factors and antibiotic

susceptibility.

]}g(rjls(l)erznce Antibiotic susceptibility
Strain ¢ : : . . .
Number® cagA vacA Metronidazole Clarithromycin Ciprofloxacin
MIC or
MIC MiIC inhibition
diameter”

1692/05 + + 24 R >256 R 46 S
94/99 + + 0.5 S 257 R 0.094 S
957/03 + + 24 R 0.016 s 40° S
18/99 + + 257 R 0.032 S 0.125 S
67/99 + + 257 R 0.032 S 0.016 S
1152/04 + + 0.094 S  <0.016 S 55 S
1776/05 + + 0.19 S 0.016 s 42° S
32/00 + + 0.5 S 0.5 S 0.125 S
1025/03 + - 0.19 S <0.016 s s50° S
553A/02 - - 0.047 S 0.023 s 51° S
184/99 - - 0.19 S 0.016 S 0.064 S
8/00 - - 0.19 S 0.016 S 0.023 S
5/00 - - 0.064 S 0.015 S 0.032 S
690/99 - - 0.38 S 0.032 S 0.032 S
565/99 - - 0.094 S 257 R 0.094 S

MIC - Minimum inhibitory concentration (ug/mL), - , negative; +, positive; S- sensitive; R- resistant.

 H. pylori strains are indicated by their collection number.

® The inhibition diameter is measured in mm; disk diffusion method.

° The vacA status was determined according to the presence of the s1 allele (vacA positive) or s2 allele

(vacA negative).

In addition to these in vitro results, there have been several cross-sectional population
studies on wine consumption and H. pylori infection eradication (Brenner,
Rothenbacher, Bode, & Adler, 1999; Murray et al., 2002). Notwithstanding its cross-
sectional design, these studies seem to support the hypothesis that wine consumption
may reduce the odds of active infection with H. pylori. A recent study demonstrated that
wine affects the viability of Campylobacter jejuni, and red and rosé wines are more
effective than white wine. Considering that differences in pH or in alcohol content
cannot account for the differences between the microrganisms counts after treatment
with white, rosé and red wines, the former may be attributed to some compounds like
resveratrol (Ganan, Martinez-Rodriguez, & Carrascosa, 2009). It is known that the
average concentration of resveratrol in white wines is lower than in red wines
(Goldberg et al., 1995).
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Some reports have described the indirect effect of a moderate wine intake has on the
colonization of the human intestine by intestinal pathogens (Brenner, Rothenbacher,
Bode, & Adler, 1999; Murray et al., 2002). For similar reasons, it has been proposed

that this intake limits the infective capacity of intestinal pathogens, including H. pylori.

3.2. Urease Inhibition

H. pylori is a unique bacteria that can survive in the acidic environment of animal
stomach since it has the ability to neutralize gastric acids with ammonia produced by
urease. In this study, the inhibitory urease activity of resveratrol, AHA (as positive
control) and two red wine samples with different amounts of resveratrol was tested.
The studied concentrations of resveratrol and AHA ranged from 6.25 to 400 pg/mL
(Figure 3). Our results demonstrate that the addition of resveratrol decreased urease
activity in the three H. pylori strains tested, and this inhibitory effect was proportional to
the concentration of resveratrol. For the three strains tested, a decrease of 90% in the
urease activity was observed for a concentration of 400 pg/mL of resveratrol. In
identical concentrations, AHA exhibited lower urease inhibitory activity, 72, 49 and
73%, for strains 26695, 1692/05 and 553A/02, respectively. According to these results,
resveratrol exhibited higher in vitro urease inhibitory activity than AHA. Considering the
slopes and shapes of the semilog curves of resveratrol it appears that resveratrol effect
is more pronounced against the strain 26695, followed by 1692/05 strain and finally
553A/02 strain. These results suggest that different strains of Helicobacter pylori react

differently to the presence of resveratrol.
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Figure 3. Inhibitory effect of various concentrations (6.25-400 pg/mL) of resveratrol and
acetohydroxamic acid on the urease activity. Resveratrol, filled symbols, and AHA, open
symbols, in three Helicobacter pylori strains: 26695, squares, 1692/05 circles and 553A/02

triangles. Data corresponds to the average of three experiments.

Although the antimicrobial activity of wines has been described by several authors
(Daroch et al.,, 2001; Ganan, Martinez-Rodriguez, & Carrascosa, 2009; Marimon,
Bujanda, Gutierrez-Stampa, Cosme, & Arenas, 1998; Mahady & Pendland, 2000;
Moretro & Daeschel, 2004; Papadopoulou, Soulti, & Roussis, 2005; Romero, Medina,
Vargas, Brenes, & De Castro, 2007; Waite & Daeschel, 2007), the inhibition of urease
activity on H. pylori strains was not reported until now. Therefore in the present work,
the inhibition of urease activity by two red wines in three H. pylori strains was
evaluated. These wines had the same alcoholic content (13.5%) and pH (3.4), grape
variety (100% Touriga Nacional) and geographic region (Beira Interior) with controlled
designation of origin, but with different vintages (wine 1 2007, wine 2 2004) and
different resveratrol concentrations. The wines were obtained from a study conducted
by our group in which an analytical method was completely developed and validated for
the determination of resveratrol concentrations in different kinds of Portuguese red
wines (data not shown). Thus the wine 1 (10.46 pg/mL) has a concentration of
resveratrol ten times that of wine 2 (1.26 pg/mL). The results presented in Figure 4
demonstrate that red wine with the highest resveratrol concentration (wine 1) exhibited

a more pronounced inhibitory effect of urease activity in the three H. pylori tested
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strains than wine 2. Moreover, it was observed that wine 1 showed the highest
inhibition against strain 553A/02, negative for virulence factors and susceptible to
antibiotics, followed by the reference strain, 26695, and finally the more virulent and
resistant strain (1692/05). These results suggest that resveratrol and red wine have an
inhibitory effect on activity of H. pylori urease, thought variable according to the
virulence and antibiotic susceptibility of the strains. When compared to the pure
compound, resveratrol from wine required lower concentrations to produce the same
results. Therefore, it is probable that red wine contains other compounds (procyanidins,
anthocyanins, organic acids, ethanol...) that act synergistically with resveratrol. On the
other hand, the combined wine polyphenols, at higher concentrations might be acting

by diverse mechanisms.
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Figure 4. Inhibitory effect of two red wine samples containing different concentrations of
resveratrol in the activity of urease extracted from three Helicobacter pylori strains . Wine 1
(10.46 pg/mL) filled bars and Wine 2 (1.26 pg/mL) open bars. Data corresponds to the average
of three experiments; the error bars indicate the standard deviations and the coefficients of

variation were < 5%.

Further kinetic analysis revealed that Helicobacter pylori urease follows a Michaelis-
Menten kinetics in the presence of resveratrol. Lineweaver-Burk plot (Figure 5)
indicated that resveratrol is a non-competitive and reversible inhibitor of Helicobacter
pylori urease. The samples were preincubated at different times (1, 5, 10, 20, 30, 45

and 70 min) and inhibition remained (data not shown). Therefore, the urease-inhibitory
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effect was independent of the incubation time. There are very few studies describing
the anti-urease activity of low molecular weight phenolic compounds. Xiao and co-
workers (Xiao et al., 2007) synthesized and evaluated twenty polyphenols for their
effects on Helicobacter pylori urease. Two of these compounds inhibited Helicobacter
pylori urease in a time-dependent mode. In contrast, more recently Pastene and
collaborators (Pastene, Troncoso, Figueroa, Alarcon, & Speisky, 2009) demonstrated
that the urease inhibitory effect of apple peel polyphenols was concentration—
dependent and reversible. The results obtained in this work suggested that resveratrol

is an inhibitor of Helicobacter pylori urease not time-dependent.

L'V (umoIlNH 4/1nin/mg)
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Figure 5. Lineweaver-Burk plot of the reciprocal of urease activity vs. reciprocal of substrate
concentration in absence (open circle) and presence (filled symbols) of 400 ug/mL (squares),

150 pg/mL (triangles) and 30 pg/mL (circles) of resveratrol. Data corresponds to the average of

three experiments.
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4. Conclusions

Overall, the results obtained in this work demonstrate the antibacterial activity of
resveratrol against different H. pylori strains. The antimicrobial activity shown by this
compound on various strains of H. pylori provides useful information for a potential use
of resveratrol. To our knowledge, this work is the first to describe the inhibition of
urease activity in H. pylori bacteria by resveratrol and red wines. Based on these
results, one can speculate that the antibacterial activity of resveratrol on H. pylori is
through inhibition of urease, by limiting the survival of the bacteria on the stomach. To
further support these results, it would be interesting to perform the urease inhibition
assay on acidic conditions. The kinetic data suggests that resveratrol is an urease

inhibitor that acts in a non-competitive way.

In conclusion, this report is encouraging to find new therapy schemes that include
natural products as alternative approaches to treat H. pylori infection or new alimentary
regimen consisting on the intake of foods, like wines, rich on compounds with

chemoprotective and chemopreventive effects.
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Portugal tem uma longa tradigdo enquanto produtor de vinho, e existem varias regides
que produzem vinhos de qualidade com Denominac¢do de Origem Controlada (DOC)
reconhecidas pela Unido Europeia. O resveratrol tem vindo a ser identificado como o
principal composto biologicamente activo presente no vinho (JEANDET, P. [et al.],
1991); (JEANDET, P. [et al], 1995); (GOLDBERG, D.M. [et al], 1995c). As
concentracdes de resveratrol em diferentes castas e 0s respectivos vinhos sao
extremamente variaveis, dependendo de varios factores, tais como, origem geografica,

processos de vinificacdo, clima e presenca de fungos (STERVBO, U. [et al.], 2007).

No artigo | descreve-se uma nova metodologia para a determinacdo do trans- e cis-
resveratrol em diferentes tipos de vinhos portugueses (186 amostras), utilizando a
extraccdo em fase solida (SPE) e a cromatografia liquida acoplada a um detector de
diodos (HPLC-DAD). De acordo com a literatura consultada, este trabalho é o primeiro
a efectuar uma analise detalhada dos niveis de resveratrol num namero téo elevado
de amostras de vinho. Pelo que, de seguida, sera efectuada uma discusséo detalhada

dos resultados apresentados neste primeiro artigo.

Embora o isébmero trans-resveratrol se encontre comercialmente disponivel, 0 mesmo
ndo acontece com o isbmero cis-resveratrol. Assim, foi necessario estabelecer as

condi¢Oes ideais de transformacéo da forma trans- na cis-resveratrol.

Diversos métodos de transformag&o do isébmero trans-resveratrol em cis- resveratrol
tém vindo a ser descritos na literatura, sendo os mais comummente utilizados: a
exposi¢cdo a luz do dia (VIAN, M.A. [et al.], 2005) e a luz ultravioleta (UV) aos
comprimentos de onda 360 nm e 254 nm (LOPEZ-HERNANDEZ, J. [et al.], 2007).

No presente trabalho, com o intuito de maximizar o rendimento de transformagao,
foram optimizados diferentes parametros que podem influenciar este processo, tais
como: radiacdo UV a dois comprimentos de onda (254 nm e 365 nm), tempo de
exposicdo (10, 20 e 30 minutos), concentragdo inicial do trans-resveratrol (4 pg/mL e 1
mg/mL), diferentes solventes nos quais o0 resveratrol possui elevada solubilidade
(metanol e etanol 12%) e varias distancias entre a luz e a solucao (10, 20 e 60 cm).
Esta optimizacao foi realizada utilizando-se uma abordagem univariada, ou seja, cada

factor foi avaliado enquanto todos os outros factores foram mantidos constantes (n=3).

Os melhores resultados para a converséo do trans-resveratrol foram obtidos com uma

solucéo padréao de 4 pg/mL em metanol exposta a 20 cm da luz UV (365 nm) durante
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30 minutos. A eficiéncia do processo foi calculada pela diferenca entre as areas dos
picos do trans-resveratrol antes e apos exposi¢ao a radiacao UV (n = 6), obtendo-se o
valor de 92,39 + 0,27%. Desta forma, podemos assumir que a quantidade de cis-
resveratrol foi 92% da concentrac&o inicial do isémero trans. E fundamental ter em
conta que, normalmente, as condi¢cdes de isomerizacdo ndo sdo descritas de forma
detalhada na literatura, sendo as recuperacbes obtidas muito varidveis. Trela e
colaboradores (TRELA, B.C. e WATERHOUSE, A.L., 1996) obtiveram uma taxa de
conversao de 67% (exposicdo a 254 nm durante 10 h), enquanto Vian (VIAN, M.A. [et
al.], 2005) e Romero-Perez (ROMERO-PEREZ, A.l. [et al.], 1996) descreveram taxas
de 80-90%, expondo solu¢gBes de trans-resveratrol a luz solar durante uma hora e
durante 10 minutos, respectivamente. No entanto, estes dois Ultimos métodos sao
pouco vantajosos, uma vez que a luz solar ndo é constante ao longo do dia ou em dias
consecutivos, o que implica que as condigcbes sdo extremamente dificeis de

reproduzir.

Como os vinhos sdo matrizes altamente complexas e variaveis, € muitas vezes
necessaria a aplicacdo de um passo de extrac¢do para a obtencao e purificacdo dos
analitos em estudo. No entanto, antes da aplicacdo da técnica de extraccdo as
amostras de vinho, foram efectuados varios testes com um vinho ao qual
denominamos por “branco” (amostra que ndo contém nenhum dos analitos em
estudo). Por um lado nao seria exequivel utilizar uma amostra real, ja que o resveratrol
esta sempre presente e, por outro, 0 método de adicdo de padrdo ndo seria pratico
devido ao elevado nimero de amostras analisadas o que implicaria a validagdo do

método para cada vinho analisado.

Desta forma, para a obtencdo desta amostra branca foram testados dois tipos de vinho
“branco”: (1) solucdo aquosa de pH 3,4 com acido cloridrico 1 M e (2) solugé&o aquosa
de etanol (88:12, v/v) e &cido tartarico (5 g/L) com pH 3,6 com hidréxido de sédio 2 M
(MERCOLINI, L. [et al.], 2008), sendo cada uma das analises efectuada em triplicado.
Os resultados obtidos para as areas do pico do trans-resveratrol, utilizando cada uma
destas solugbes, ndo variaram significativamente. Desta forma, foi escolhido o vinho
“branco” constituido por uma solucdo aquosa de pH 3,4 com acido cloridrico 1 M

sendo esta uma solucéo facil e rapida de preparar.

Numa primeira abordagem, para efectuar a extraccdo do composto recorreu-se a
extraccao liquido-liquido (LLE) conforme descrito por diversos autores (RODRIGUEZ-
DELGADO, M.A. [et al.], 2001); (DIAZ, T.G. [et al.], 2007); (NAVE, F. [et al.], 2007);
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(BRAVO, M.N. [et al.], 2008). Foram testados varios solventes de extraccdo, tais
como, éter dietilico, acetato de etilo, e misturas com diferentes propor¢des de acetato
de etilo e n-hexano (50:50; 90:10 e 10:90, v/v), diclorometano e acetato de etilo (50:50;
90:10 e 10:90, v/v) e metanol &cido e acetato de etilo (50:50, v/v). De acordo com o0s
resultados obtidos, o éter dietilico revelou ser o melhor solvente de extracgao,
contudo, mesmo quando foi utilizado o vinho “branco” surgiu um novo pico no
cromatograma. A fim de conseguir identificar-se o referido pico, os extractos foram
derivatizados e analisados por GC-MS. Por andlise do espectro de massa, os dados
obtidos sugeriram que o composto desconhecido seria o produto da reac¢éo do trans-

resveratrol com o éter dietilico, originando a dimerizagdo da molécula de resveratrol.

Como alternativa a LLE, foi entdo utilizada a extrac¢cdo em fase sélida (SPE). Esta
técnica possui vantagens quando comparada com a LLE, de forma a que alguns dos
problemas associados podem ser evitados e/ou minimizados, nomeadamente a
separacdo de fases, a formacdo de emulsdes e o elevado consumo de solventes
organicos. Como tal, foram testadas diferentes tipos de colunas: Oasis® HLB (60 mg),
BondElut Certify Cg (300 mg) e Oasis® MCX (60 mg), assim como diversos
procedimentos de extraccdo. Dois dos quais, para colunas HLB e BondElut: um
primeiro procedimento padréo (Protocolo 1), normalmente utilizado em colunas de fase
reversa, € um segundo procedimento promovendo o intercambio cationico (Protocolo
2). Um terceiro procedimento foi utilizado, com o mecanismo misto de retencéo, para
as colunas MCX. E de referir que, a preparacéo da amostra foi a mesma para os trés
procedimentos, sendo constituida por 2 mL de vinho diluido com 2 mL de agua e 1 mL
de tampéo fosfato 0,1 M (pH 6), e com adicdo de 100 pL de padrdo interno

(carbamazepina) e que todas as experiéncias foram realizadas em triplicado.

O processo de extrac¢do para ambas as colunas de fase reversa, foi optimizado

guanto as etapas de acondicionamento, lavagem e eluigao.

De ressaltar que, durante 0 manuseamento da amostra, todos os procedimentos de
extraccdo foram realizados em condi¢cdes de luz reduzida de forma a evitar a

isomerizacéo do trans-resveratrol para o cis-resveratrol.

O melhor rendimento de extrac¢éo foi obtido com as colunas BondElut ® Cg (Protocolo
2), pelo que foram seleccionadas para prosseguir 0os ensaios. Assim, o procedimento
final optimizado consistiu no seguinte: a coluna foi acondicionada com 1 mL de

metanol e 1 mL de dihidrogenofosfato de potassio 0,1 M (pH 6), seguindo-se a adi¢ao
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da amostra, cuja preparacédo foi previamente descrita, e posterior lavagem com 3 mL
de agua, 1 mL de &cido acético 0,1 M e 2 mL de n-hexano permanecendo sob vacuo
durante 10 minutos. Os analitos foram eluidos com 3 mL de uma mistura de
diclorometano:isopropanol:amonia (78:20:2, v/v/v). Seguidamente evaporou-se 0
extracto a 30°C, sob um fluxo de azoto, sendo ressuspendido em 100 uL da fase

movel.

A metodologia foi validada segundo normas internacionalmente aceites da Food and
Drug Administration (FDA) (FDA, 2001) e da International Conference on
Harmonization (ICH) (ICH, 2005), em termos de especificidade, linearidade, limites de

deteccao e quantificacéo, precisdo, exactiddo, estabilidade e eficiéncia de extraccéo.

A especificidade do método foi avaliada por analise cromatografica de outros
compostos que pudessem estar presentes numa amostra de vinho auténtica. Nao
sendo possivel testar todos os interferentes presentes numa amostra de vinho, uma
vez que este constitui uma matriz muito complexa, analisaram-se apenas 0s mais
frequentes. Assim, foram analisados outros polifendis (catequina, epicatequina, rutina
e acido galico), vitaminas (retinol e tiamina) e acido ascérbico. Apds comparagédo dos
tempos de retencdo e dos respectivos espectros de absor¢cdo (comprimento de onda
maximo), para cada um dos compostos, ndo foram observados picos interferentes aos
tempos de retencdo e comprimentos de onda do trans- e cis-resveratrol. Além disso,
em todas as amostras de vinho analisadas, os espectros de absor¢cdo dos analitos
testados foram comparados simultaneamente com uma amostra controlo. Esta foi
superior a 90% para ambos 0s compostos em todas as amostras de vinho testadas,

pelo que se pode afirmar que o método é especifico.

No que diz respeito as curvas de calibracdo, estas foram realizadas separadamente
para ambos os is6meros, a fim de evitar a interferéncia da pequena percentagem de
trans-resveratrol presente na solucdo de cis-resveratrol. Pelo que foram utilizadas
amostras de vinho “branco” fortificadas com concentragbes crescentes de cada um
dos analitos em estudo, extraidas e analisadas de acordo com a metodologia
previamente descrita. Para o trans-resveratrol, foi avaliado um intervalo de
concentracdo de 0,025 a 15,00 pg/mL com doze calibradores e quatro controlos. No
entanto, apés terem sido testadas diferentes ponderacdes foi necessario dividir o
intervalo de calibragcdo em dois intervalos de concentragédo: 0,025 a 1,00 ug/mL e de
1,00 a 15,00 pg/mL, de forma a que os valores de bias para todos os calibradores, no

intervalo de concentracbes em estudo, se situassem no intervalo de = 20%, como
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descrito nas normas de validacao (FDA, 2001); (ICH, 2005). Para o cis-resveratrol, o
intervalo de linearidade foi de 0,023 a 0,92 ug/ml, com seis calibradores e dois
controlos (n=6). De referir que 0 método descrito mostrou-se linear dentro da gama de
trabalho adoptada para cada um dos analitos em estudo, obtendo-se coeficientes de
correlagdo linear superiores a 0,99. Neste caso, 0s parametros de precisdo e
exactiddo para os diferentes niveis de concentragdo foram considerados adequados,
ja que se situavam dentro dos limites aconselhados pelas normas de validagéo
anteriormente citadas (FDA, 2001); (ICH, 2005).

Os limites de quantificacdo (LOQ) e de detec¢éo (LOD) foram de 0,025 pg/mL para o
trans-resveratrol e de 0,023 pg/mL para o cis-resveratrol. Estes valores sdo inferiores
aos descritos por outros autores, onde sao utilizados inclusive maiores volumes de
amostra, 30 mL (LIMA, M.T.R. [et al.], 1999), 10 mL e 5 mL (NAVE, F. [et al.], 2007),
10 mL (BRAVO, M.N. [et al.], 2008) e 5 mL (BAPTISTA, J.A.B. [et al.], 2001);
(PAIXAO, N. [et al.], 2008); (BELISARIO-SANCHEZ, Y.Y. [et al.], 2009). Nestes
trabalhos, os limites foram calculados matematicamente, enquanto no presente estudo
os limites foram determinados analisando amostras com concentracdes decrescentes
dos analitos em estudo, obtendo-se em todos os casos coeficientes de variacdo

inferiores a 20% e bias num intervalo de + 20% da concentragdo nominal.

Os parametros, precisdo e exactidao foram avaliados a trés niveis de concentracao
(0,30, 4,50 e 12,50 pg/mL) para o trans-resveratrol e a dois niveis de concentragao
(0,28 e 0,74 pg/mL) para o cis-resveratrol. Para cada concentracdo foram realizadas
seis réplicas no mesmo dia (precisao intradia) e em dias diferentes durante sete dias
(preciséo interdia). Os coeficientes de variagdo nao excederam os 15% para todas as
concentracdes em estudo. Estes resultados estdo de acordo com os critérios
internacionalmente aceites na validacdo de métodos bioanaliticos (FDA, 2001); (ICH,
2005). Quanto aos valores obtidos para a exactiddo (em termos de bias) encontram-se

entre o intervalo de + 15% da concentra¢cdo nominal, sendo considerados aceitaveis.

Com o objectivo de estudar a estabilidade das amostras, estas foram processadas a
trés concentracbes diferentes, 0,025, 1,00 e 15,00 ug/mL para o trans- resveratrol e
0,023, 0,092 e 0,92 pug/mL para o cis-resveratrol. Cada uma das amostras (n=3), foi
extraida utilizando o procedimento de extrac¢cdo anteriormente descrito. Apoés
extraccao, as amostras foram evaporadas, ressuspendidas em 100 uL de fase moével e

armazenadas a 4°C durante 18 h. Transcorrido este periodo, as amostras foram
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injectadas e as areas comparadas com extraccbes preparadas no préprio dia as
mesmas concentracdes. Os resultados obtidos estdo de acordo com as normas
internacionalmente aceites (FDA, 2001); (ICH, 2005), sendo que os coeficientes de
variacdo ndo excederam os 15% para todas as concentracdes em estudo e os valores
obtidos encontram-se entre o intervalo de + 15% da concentragdo nominal, pelo que
sdo considerados aceitaveis. A estabilidade foi ainda avaliada de igual forma em

amostras de vinho auténticas, sendo os resultados consistentes com 0s anteriores.

A fim de calcular a eficiéncia de extraccdo do método, fortificaram-se amostras de
vinho “branco” a trés niveis de concentracbes diferentes (n=6) 0,025, 1,00 e 15,00
ug/mL para o trans-resveratrol e 0,023, 0,092 e 0,920 ug/mL para o cis-resveratrol,
apos a SPE, o padrao interno foi adicionado. Estes resultados foram comparados com
extractos de vinho “branco” fortificados apds extraccdo com os analitos em estudo e
respectivo padréo interno (correspondendo a uma eficiéncia de 100%). Apos injeccao
no sistema cromatografico calculou-se a eficiéncia para ambos os analitos. Os valores
de eficiéncia médios para o trans-resveratrol foram de 100,44% e de 100,39% para o
cis-resveratrol. Quando comparados o0s resultados obtidos com outros métodos
descritos na literatura, verificou-se que sao superiores aos descritos por diversos
autores (GAMOH, K. e NAKASHIMA, K., 1999); (BAPTISTA, J.A.B. [et al.], 2001);
(GEROGIANNAKI-CHRISTOPOULOU, M. [et al.], 2006); (MERCOLINI, L. [et al],
2008), LLE (RODRIGUEZ-DELGADO, M.A. [et al.], 2001); (DIAZ, T.G. [et al.], 2007);
(NAVE, F. [et al.], 2007); (BRAVO, M.N. [et al.], 2008), mesmo quando é efectuada
uma injeccdo directa (LA TORRE, G.L. [et al.], 2006); (DE QUIROS, A.R.B. [et al.],
2007); (FEIJOO, O. [et al.], 2008).

A aplicabilidade do método foi demonstrada, analisando em duplicado 186 amostras
de vinho tinto de origem portuguesa. Estas amostras eram provenientes de diferentes
regides, castas e anos, obtendo-se um valor médio de resveratrol de 2,9 pug/mL. O
valor médio obtido € superior aos referidos na literatura para vinhos tintos de Portugal
continental (GOLDBERG, D.M. [et al.], 1995c); (GU, X. [et al.], 1999); (LIMA, M.T.R. [et
al.], 1999); (BAPTISTA, J.A.B. [et al.], 2001); (RATOLA, N. [et al.], 2004); (NAVE, F. [et
al.], 2007); (BRAVO, M.N. [et al.], 2008) onde a média dos niveis de trans-resveratrol
foi de 1,3 pg/mL. De acordo com um artigo de revisdo (STERVBO, U. [et al.], 2007),
baseado em 511 amostras provenientes de 18 paises diferentes, o valor médio da

concentracdo de trans-resveratrol foi de 1,9 pg/mL.
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Analisando estatisticamente os resultados obtidos, por aplicacdo do teste F e do teste
T de Student, verificou-se que o menor valor médio de trans-resveratrol encontra-se
em vinhos da regido do Alentejo (1,62 + 0,7 ug/mL), enquanto a regido da Beira
Interior apresentou uma média de 3,50 + 1,9 pg/mL. Comparando as diferentes
regidbes em estudo, observou-se que os valores de resveratrol do Alentejo
relativamente a Beira Interior s@o significativamente diferentes. Contudo, h& regides
cujos valores nao sao significativamente diferentes, como é o exemplo da Peninsula

de Setubal relativamente a todas as regibes em estudo.

Quando comparados estes resultados com os de trabalhos publicados sobre outros
vinhos, verificou-se que 0s niveis de trans-resveratrol, mais elevados, foram de 11,9
ug/mL num vinho suico de 1997 obtido a partir da casta Pinot Noir (ADRIAN, M. [et
al.], 2000) e 14,3 ug/mL num vinho hungaro de 2002, com a casta Merlot (MARK, L. [et
al.], 2005). Recentemente, Paixao e colaboradores obtiveram um nivel de resveratrol
no vinho da madeira de 57,7 ug/mL, do ano 2005 e com as castas Touriga Nacional,
Carbenet Sauvignon, Merlot e Touriga Barroca (PAIXAO, N. [et al.], 2008). No
presente trabalho, o maior valor quantificado de trans-resveratrol foi de 10,9 ug/mL
num vinho da colheita de 2007, com Denominacdo de Origem Controlada Beira
Interior, elaborado a partir da casta Touriga Nacional. Segundo a bibliografia e de
acordo com os resultados obtidos no presente estudo, os niveis de cis-resveratrol em

vinhos tintos seguem a mesma tendéncia que o isémero trans-.

Na segunda parte do presente trabalho, implementaram-se técnicas que permitiram
avaliar in vitro a actividade antimicrobiana do resveratrol contra diversos
microrganismos, nomeadamente bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis) e Gram-negativas (Escherichia coli,
Klebsiella pnemoniae, Salmonella typhimurium e Pseudomonas aeruginosa). Este
trabalho possibilitou, ainda, a optimizacdo e o desenvolvimento de uma metodologia
adequada no manuseamento de solucdes de resveratrol, relacionado com os
problemas de solubilidade do composto nos meios de cultura microbiana. Os dados
existentes na literatura acerca deste assunto sdo muito discrepantes, no entanto
Jeandet e colaboradores num artigo de revisdo centram-se sobre esta problematica,

salientando a importancia da solubilidade do resveratrol (JEANDET, P. [et al.], 2002).

Para analisar a sensibilidade dos microrganismos ao resveratrol recorreu-se ao

método de difusdo em disco (DIZ- didmetro da zona de inibicdo) e ao método da
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microdiluicdo, para determinar a concentracdo minima inibitéria (MIC) e a

concentracdo minima bactericida (MBC).

Os resultados de testes de susceptibilidade antimicrobiana, obtidos com o método de
difusdo em disco demonstraram que o resveratrol inibiu o crescimento sobretudo nas
bactérias Gram-positivas. Assim, das treze estirpes testadas, o resveratrol inibiu o
crescimento de onze (84,6%), sendo que das sete bactérias Gram-negativas em
estudo inibiu cinco. Uma possivel explicacdo para estes resultados podera estar
relacionada com a complexidade do ponto de vista quimico e estrutural das bactérias
Gram-negativas relativamente as bactérias Gram-positivas. Esta observacdo é
consistente com estudos anteriores em que foram utilizadas estirpes semelhantes
(CHAN, M.M.Y., 2002) ou diferentes (DOCHERTY, J.J. [et al.], 2001); (WANG, W.B. [et
al.], 2006); (DOCHERTY, J.J. [et al.], 2007); (SHAN, B. [et al.], 2008).

Os resultados de susceptibilidade ao resveratrol, obtidos através do método da
microdilui¢cdo, corroboraram os resultados anteriores, sendo o Bacillus cereus a estirpe
sobre a qual existiu uma maior actividade antimicrobiana (MIC 50 pg/mL), seguido do
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis ambos com uma MIC de 100 pg/mL.
Uma vez que a concentragdo maxima de resveratrol testada foi de 400 pg/mL
(JEANDET, P. [et al.], 2002), ndo foi possivel determinar a MIC para as bactérias
Gram-negativas. Como alternativa determinaram-se as percentagens de inibicdo para
avaliar a actividade do resveratrol contra estas bactérias. Assim, numa concentracao
de 400 pg/mL, as percentagens de inibicdo foram de 81, 80 e 58% para Escherichia

coli, Salmonella typhimurium e Klebsiella pneumoniae, respectivamente.

A fim de investigar se o resveratrol actua como um agente bactericida ou
bacteriostatico sobre as bactérias Gram-positivas em estudo recorreu-se as curvas de
morte. Estes microrganismos foram incubados a 37°C na presencga de concentragdes
crescentes de resveratrol. Os resultados demonstraram que o resveratrol tem um
efeito bacteriostatico que afecta o crescimento da célula bacteriana em todas as
estirpes testadas. Docherty e colaboradores demonstraram num estudo in vitro que o
resveratrol inibiu o Propionibacterium acnes, apresentando actividade bactericida na
concentracdo mais elevada (200 pg/mL) (DOCHERTY, J.J. [et al.], 2007). Além disso,
Jung et al. (2005) analisaram a actividade antifingica do resveratrol contra fungos
patogénicos para o ser humano (JUNG, H.J. [et al], 2005). Considerando os
resultados obtidos neste trabalho juntamente com os obtidos por estes autores, pode-
se sugerir que o resveratrol apresenta efeitos diferentes, dependendo dos

microrganismos em estudo e respectivas estirpes.
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As curvas de morte demonstraram ainda, que o resveratrol apresenta actividade
bacteriostética contra Bacillus cereus, em qualquer fase do crescimento bacteriano.
Assim, quando o composto foi adicionado no inicio do ensaio, o numero de células
vidveis permaneceu constante. No entanto, quando esta adicdo ocorreu na fase
exponencial, ou no inicio da fase estacionaria, uma diminuicdo no numero de células
foi observada. Estes resultados sugerem que o crescimento bacteriano foi inibido pelo
resveratrol, podendo este composto eliminar uma fraccdo especifica da populagéo
celular. Esta fraccdo, provavelmente, diz respeito as células que se encontram em
crescimento activo, pois observou-se uma redu¢cdo menos acentuada do ndmero de

células viaveis, quando o resveratrol foi adicionado no inicio da fase estacionaria.

Com o objectivo de identificar alteragdes de morfologia em Bacillus cereus recorreu-se
ao microscopio 6ptico composto (MOC) e a microscopia electrénica de varrimento
(SEM). A uma concentragdo de resveratrol de 200 ug/mL, observaram-se alteracdes
morfoldgicas nas células bacterianas que passaram da sua forma tipica em bastonete
para a forma de cocos. Este resultado estd de acordo com Si e colaboradores que
observaram um efeito idéntico com outros polifenéis, homeadamente o galato de

epicatequina e o galato de epigalocatequina (SI, W. [et al.], 2006).

Finalmente, utilizou-se a citometria de fluxo a fim de se tentar compreender o
mecanismo de accao do resveratrol no Bacillus cereus. Com este objectivo utilizou-se
o corante fluorescente DRAQ5 (SMITH, P.J. [et al.], 2000), e os resultados obtidos
demonstraram que o resveratrol diminuiu a quantidade de DNA intracelular. Assim,
estes dados juntamente com os de SEM sugeriram que o crescimento celular foi
inibido, o que por sua vez terd levado a paragem da divisdo celular. Resta apenas
referir que os resultados obtidos indicaram que o resveratrol afecta a diviséo celular do

Bacillus cereus.

Avaliou-se ainda, a actividade anti-Helicobacter pylori do resveratrol e fez-se o estudo

da inibicdo da actividade da urease, o0 qual originou um terceiro artigo.

Neste artigo, avaliou-se a actividade antibacteriana do resveratrol em dezassete
estirpes de H. pylori. Para isso, utilizou-se o0 método de difusao em disco e o método
de diluicdo em agar, a fim de determinar o didmetro da zona de inibicdo (DIZ) e a

concentracdo minima inibitoria (MIC), respectivamente.

Analisando os resultados obtidos, com o método de difusdo em disco, pode-se

observar que o resveratrol, a uma concentracdo de 400 pg/disco, inibiu o crescimento
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de todas as estirpes em estudo. Os respectivos diametros dos halos de inibicdo estao
entre 16 a 28 mm, o que indicou uma susceptibilidade varidvel do resveratrol nas
diferentes estirpes. Assim, as diferencas observadas podem ser explicadas pelo facto
das estirpes em estudo serem muito heterogéneas, ou seja, apresentam diferentes
factores de viruléncia, bem como, diferentes susceptibilidades aos antibioticos
testados. Tal facto esta inteiramente de acordo com estudos anteriores que colocam
grande énfase neste assunto (MAHADY, G.B. [et al.], 2003); (MARTINI, S. [et al.],
2009).

No método de diluicdo em agar, testou-se um intervalo de concentracéo de resveratrol
entre 6,25 e 400 ug/mL, tendo sido possivel determinar a respectiva MIC para todas as
estirpes em estudo. A MIC variou entre 25 e 100 pug/mL, sendo que a maioria das
estirpes apresentou uma MIC de 50 ug/mL. De salientar, que as trés estirpes (8/00,
5/00 e 1025/03) que foram inibidas com uma menor concentracao de resveratrol (25
ug/mL), eram sensiveis a todos os antibiéticos testados. Contudo, as estirpes 8/00 e
5/00 eram negativas para ambos 0s genes cagA e vacA, enquanto a 1025/03 era
positiva para 0 gene cagA e negativa para o gene vacA. Por sua vez, o resveratrol
apresentou uma menor actividade antibacteriana com as estirpes 67/99 e 18/99 (MIC
100 pg/mL), sendo positivas para ambos os factores de viruléncia e resistentes ao
metronidazol. Estes resultados sdo concordantes com estudos anteriores que testaram
a actividade antibacteriana do resveratrol contra diversas estirpes de H. pylori
(MAHADY, G.B. e PENDLAND, S.L., 2000); (DAROCH, F. [et al.], 2001); (MAHADY,
G.B. [et al.], 2003); (CHATTERJEE, A. [et al.], 2003); (CHATTERJEE, A. [et al.], 2005);
(MURANO, A. [et al.], 2005); (LEE, S.Y. [et al.], 2008); (MARTINI, S. [et al.], 2009);
(RALHAN, R. [et al.], 2009); (ZAIDI, S.F. [et al.], 2009).

Tem vindo a ser demonstrado que o resveratrol extraido do vinho tinto inibe o
crescimento de estirpes de H. pylori cagA positivas (MAHADY, G.B. [et al.], 2003).
Para além disso, o vinho tinto chileno e os extractos de dois vinhos seleccionados
aleatoriamente foram analisados quanto & sua actividade antibacteriana em estirpes
de H. pylori (DAROCH, F. [et al.], 2001). Todos os vinhos tintos analisados
apresentaram actividade antibacteriana nas estirpes testadas, contudo as amostras
sdo muito heterogéneas relativamente a sua susceptibilidade a cada vinho. Os
resultados deste estudo indicam, ainda, que a actividade antibacteriana dos vinhos
tintos chilenos em H. pylori, depende principalmente da presenca de resveratrol na
amostra de vinho tinto. De acordo com a literatura (TOMBOLA, F. [et al.], 2003);
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(RUGGIERO, P. [et al.], 2007), o vinho tinto preveniu significativamente a gastrite e
limitou a localizac@o de bactérias e da citotoxina vacuolizante VacA, a superficie do
epitélio gastrico nas infeccgbes por H. pylori. Todos estes factos sugerem que 0s
polifendis ou derivados presentes no vinho poderdo ser Uteis na prevencdo ou

tratamento de colonizac¢des por H. pylori.

Além destes estudos in vitro, tém vindo a ser desenvolvidos estudos epidemioldgicos
acerca do consumo de vinho e consequente erradicacdo da bactéria H. pylori
(BRENNER, H. [et al.], 1999); (MURRAY, L.J. [et al.], 2002). Estes estudos suportam a
hip6tese de que o consumo de vinho pode reduzir a possibilidade de infeccdo activa
por H. pylori. Um estudo recente demonstrou, ainda, que o vinho afecta a viabilidade
de Campylobacter jejuni e verificou que vinhos tintos e vinhos rosés sdo mais eficazes
comparativamente com o vinho branco (GANAN, M. [et al.], 2009). Tendo em conta
gue as diferencas no pH ou no teor alcodlico ndo explicam as discrepancias entre as
contagens dos microrganismos apos tratamento com vinhos brancos, rosés e tintos,
estas diferencas podem ser atribuidas a alguns compostos presentes no vinho, como
o resveratrol. E fundamental ter em atenc&o que, a concentracdo média de resveratrol
presente nos vinhos brancos € inferior a dos vinhos tintos (GOLDBERG, D.M. [et al.],
1995c). Vérios artigos tém vindo a descrever o efeito indirecto do consumo moderado
de vinho na colonizacdo do intestino humano por microrganismos intestinais
(BRENNER, H. [et al.], 1999); (MURRAY, L.J. [et al.], 2002).

Como foi referido ao longo do presente trabalho, H. pylori € uma bactéria Unica que
sobrevive ao ambiente acido do estbmago, tendo a capacidade de neutralizar os
acidos gastricos através da accdo da enzima urease. Neste trabalho, analisou-se a
inibicdo do resveratrol, acido hidroxamico (controlo positivo) e duas amostras de vinho
tinto com diferentes quantidades de resveratrol, na actividade da urease. No que diz
respeito as concentracdes de resveratrol e do acido hidroxamico variaram entre 6,25 e
400 pg/mL. Assim, de acordo com os resultados obtidos verificou-se que a adicdo de
resveratrol reduziu a actividade da urease nas trés estirpes de H. pylori testadas,
sendo este efeito proporcional a concentracao de resveratrol. Para as trés estirpes em
estudo (26695, 1692/05 e 553A/02), ocorreu uma reducdo de 90% na actividade da
urease, quando expostas a uma concentracdo de 400 ug/mL de resveratrol, enquanto
gue, na mesma concentracdo o acido hidroxamico apresentou uma menor inibicdo na
actividade da urease: 72, 49 e 73% para as estirpes 26695, 1692/05 e 553A/02,
respectivamente. Assim, estes resultados, in vitro, demonstraram que o resveratrol

apresentou maior inibicdo da actividade da urease, comparativamente com o acido
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hidroxamico (controlo positivo). Estes resultados sugerem, ainda, que o resveratrol

teve diferentes inibicdes dependendo das estirpes de H. pylori em estudo.

A actividade antimicrobiana do vinho tem vindo a ser estudada por diversos autores
(MARIMON, J.M. [et al], 1998); (MAHADY, G.B. e PENDLAND, S.L., 2000);
(DAROCH, F. [et al], 2001); (MORETRO, T. e DAESCHEL, M.A., 2004);
(PAPADOPOULOU, C. [et al], 2005); (WAITE, J.G. e DAESCHEL, M.A., 2007);
(GANAN, M. [et al.], 2009), contudo a inibicdo da urease em estirpes de H. pylori ainda
ndo tinha sido descrita.

Uma vez que, na primeira parte deste trabalho, foi completamente desenvolvido e
validado um método analitico para a determinacdo das concentracdes de resveratrol
em amostras de vinho tinto, com o objectivo de se poder estabelecer uma ligagdo com
a sua aplicacdo como antimicrobiano, avaliou-se a capacidade de dois vinhos tintos
inibirem a actividade da urease de trés estirpes de H. pylori (26695, 1692/05 e
553A/02). Os vinhos utilizados tinham em comum as seguintes caracteristicas: grau
alcodlico (13,5%), pH (3,4), casta (100% Touriga Nacional) e regido geogréfica (Beira
Interior), diferindo apenas no ano de colheita (vinho 1 de 2007 e vinho 2 de 2004) e
nas concentracdes de resveratrol. De acordo com os resultados, o vinho 1 tem uma
concentracdo de resveratrol dez vezes mais elevada que o vinho 2, ou seja, 10,46
pug/mL (vinho 1) e 1,26 pg/mL (vinho 2). Assim, a inibicdo do vinho 1 na actividade da
urease nas trés estirpes de H. pylori em estudo, foi superior a do vinho 2. Observou-se
ainda que o vinho 1 apresentava uma maior inibicdo na estirpe 553/02 (negativa para
ambos os factores de viruléncia- cagA e vacA- e susceptivel a todos os antibidticos
testados), seguida da estirpe de referéncia 26695 e, finalmente, da estirpe mais
virulenta e resistente (1692/05). Estes resultados sugerem que o resveratrol e o vinho
tinto tém um efeito inibitério na actividade da urease de H. pylori, sendo este efeito
variavel de acordo com a viruléncia e susceptibilidade aos antibiéticos de cada uma
das estirpes testadas. No entanto, € de realcar que para a mesma concentragédo de
resveratrol, o vinho apresenta uma maior percentagem de inibicdo da urease, quando
comparada com a do composto puro. Os resultados obtidos sugerem que o vinho tinto
contém outros compostos (procianidinas, antocianinas, acidos organicos, etanol...)

gue actuam sinergicamente com o resveratrol.

Para se complementar o estudo analisou-se cineticamente a actividade da urease de
H. pylori. Assim, verificou-se que a urease na presenca de resveratrol segue uma

cinética de Michaelis-Menten, sendo o resveratrol um inibidor ndo competitivo e
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reversivel. Poucos trabalhos tém vindo a ser desenvolvidos para estudar a actividade
anti-urease de compostos de baixo peso molecular, nomedamente Xiao e
colaboradores, sintetizaram vinte polifendis e avaliaram os efeitos destes na urease de
H. pylori (XIAO, Z.P. [et al.], 2007). Apenas dois desses compostos inibiram a urease
de H. pylori, sendo a sua inibicdo dependente do tempo de incubacdo. Por outro lado,
recentemente, Pastene et al. (2009) demonstraram que o efeito inibitorio dos polifendis
presentes na casca da macad na urease do H. pylori, era independente do tempo
(PASTENE, E. [et al], 2009). Quanto aos resultados obtidos, sugerem que o

resveratrol € um inibidor da actividade da urease independente do tempo.

Resta apenas referir que este trabalho contribuiu para o melhor conhecimento
cientifico dos vinhos portugueses guanto aos niveis de resveratrol e demonstrou,
ainda, que o resveratrol € uma molécula promissora revelando potencial quanto as
suas propriedades antimicrobianas, podendo no futuro ser utilizado na conservagéo
dos alimentos e no tratamento de infecgdes causadas por alguns microrganismos
patogénicos, nomeadamente Helicobacter pylori. Além disso, este trabalho possui um
elevado interesse econdmico e social sobretudo para os paises vitivinicolas, no qual

se inclui Portugal.
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1. Foi desenvolvido um método analitico sensivel e especifico para a
quantificacéo dos isébmeros trans- e cis-resveratrol com recurso a cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de diodos (HPLC-DAD). A
metodologia foi aplicada a amostras de vinho tinto na sua maioria de
Denominacéo de Origem Controlada (DOC) provenientes de diferentes regides
vitivinicolas portuguesas, nomeadamente da regido da Beira Interior, Vinhos

Verdes, Douro, Dao, Alentejo, Ribatejo, Bairrada e Peninsula de Setubal.

2. Foram desenvolvidos e comparados diversos procedimentos extractivos,
nomeadamente a extracgao liquido-liquido (LLE) e a extracgdo em fase solida
(SPE). Todo o processo de pré-tratamento da amostra foi previamente
optimizado, verificando-se que as colunas de extrac¢cdo em fase solida (Cyg)
demonstraram ser mais adequadas para a determinagdo de ambos o0s
isbmeros em amostras de vinho tinto, uma vez que a eficiéncia do processo de

extraccao foi superior a 99%.

3. O método foi completamente validado, segundo critérios internacionalmente
aceites, incluindo estudos de estabilidade, apresentando resultados adequados

para todos os parametros estudados.

4. Foram analisadas as propriedades antimicrobianas do resveratrol contra
diferentes microrganismos patogénicos, nomeadamente bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Verificou-se o efeito bacteriostatico do resveratrol
em Bacillus cereus, Staplylococcus aureus e Enterococcus faecalis. Os
resultados obtidos sugerem que o efeito antibacteriano do resveratrol em

Bacillus cereus esta relacionado com a inibigédo da divisdo celular.

5. Foi avaliada a actividade antimicrobiana do resveratrol, expandindo o estudo
para a determinacdo da actividade anti-Helicobacter pylori. Segundo o0 nosso
conhecimento, este trabalho é o primeiro a descrever a inibicdo da actividade
da urease pelo resveratrol e por amostras de vinho tinto, em diferentes estirpes

de H. pylori. Os resultados sugerem que o resveratrol possa ser fundamental
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no controlo do crescimento de H. pylori no ambiente acido do estémago,
através da inibicdo da urease. Os dados cinéticos indicam que o resveratrol €

um inibidor da urease, com efeito ndo-competitivo e reversivel.

Por tudo o exposto anteriormente, o presente trabalho, o primeiro desta
natureza, contribui ndo sé para o melhor conhecimento cientifico dos vinhos
tintos portugueses relativamente aos teores de resveratrol, como também para
a possivel utilizacado deste composto na prevencdo de doencas associadas aos
diversos microrganismos, nomeadamente as doencas gastricas relacionadas
com Helicobacter pylori, 0 que podera possibilitar, no futuro, o desenvolvimento

de novos agentes terapéuticos.
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N&o podemos terminar este trabalho sem referir possiveis estudos de investigacdes a
realizar no futuro. No que diz respeito a vertente analitica seria interessante recorrer a
aplicacdo da metodologia analitica validada, neste trabalho, a novos estudos para a
determinagdo ndo s6 de ambos os isomeros de resveratrol, como de outros estilbenos,
como o piceid e para polifendis em geral, quer em amostras de vinho tinto, como em
amostras de vinho branco e rosé. Poder-se-a agrupar e ampliar a amostragem de
vinhos por regiéo, casta e ano para avaliar se a quantidade de resveratrol se encontra
relacionada com cada um destes parametros. E ainda, quantificar o resveratrol nas
diferentes etapas do processo da vinificagdo, desde a uva até ao produto final (vinho)
comparando os niveis de resveratrol ao longo do processo de vinificacdo.

Y

Relativamente a componente microbiolégica poder-se-4 analisar a actividade
antimicrobiana de outros compostos presentes nos vinhos (por exemplo procianidinas,
antocianinas, acidos organicos, etanol...) isoladamente e em associagdo com o
resveratrol. Seria ainda interessante avaliar a morfologia e estrutura de Helicobacter
pylori na presenca de diferentes concentragdes de resveratrol e tentar elucidar o
mecanismo de accdo deste composto. Como complemento, poder-se-a efectuar um
estudo cinético de outros compostos presentes nos vinhos, na inibicdo da urease de

Helicobacter pylori.

Por fim, como um dos principais problemas do resveratrol esta relacionado com a sua
baixa solubilidade em meio aquoso e a sua instabilidade, o estudo de novos
compostos que possam aumentar a solubilidade e estabilidade do resveratrol seria
fundamental. Poder-se-a estudar o uso de ciclodextrinas, compostos ciclicos nao-
téxicos, que formam complexos com varias substancias que passam a apresentar

maior solubilidade e maior estabilidade térmica.
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