Universidade Federal de Pelotas
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel

Programa de Pos-Graduacao em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial

Tese

Alteragbes na composic¢do, no potencial antioxidante e nas propriedades
bioldgicas do suco produzido com uvas Vitis labrusca, cv. Bordd, tratadas com
radiacdo UV-C

ANGELITA MACHADO LEITAO

PELOTAS, 2012



ANGELITA MACHADO LEITAO
Bacharel em Quimica de Alimentos

M.Sc. em Ciéncia

Tese apresentada ao Programa de Pdés-Graduacédo
em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial da
Universidade Federal de Pelotas, como requisito
parcial a obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias
(area de conhecimento: Ciéncia e Tecnologia
Agroindustrial).

Comite de Orientacao
Prof Dr. César Valmor Rombaldi (DCTA/FAEM)
Prof2. Dr2 Rosane da Silva Rodrigues (CCQFA)
Prof. Dr. Valdecir Carlos Ferri (CCQFA)

Pelotas, 2012



Dados de catalogacao na fonte:
Ubirajara Buddin Cruz — CRB-10/901
Biblioteca de Ciéncia & Tecnologia - UFPel

L533a

Leitdo, Angelita Machado

Alteracbes na composicdo, no potencial antioxidante e nas
propriedades bioldgicas do suco produzido com uvas Vitis labrusca,
cv. Bordd, tratadas com radiacdo UV-C / Angelita Machado Leitdo. —
87f. — Tese (Doutorado). Programa de Pés-Graduacao em Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial. Universidade Federal de Pelotas.
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel. Pelotas, 2012. — Orientador
Cesar Valmor Rombaldi; co-orientador Rosane da Silva Rodrigues e
Valdecir Carlos Ferri.

1. Estresse oxidativo. 2.Compostos fendlicos. 3.Atividade
antioxidantein  vitro e in vivo 4.Fitoquimicos. 5.Enzimas.
5.Saccharomyces cereviseae. 6.Dieta hiperlipidica. 7.Ensaio bioldgico.
8.Medidas antropométricas. 9.Ratos Wistar. 10.Colesterol. |.Rombaldi,
Cesar Valmor. Il.Rodrigues, Rosane da Silva. lll.Ferri, Valdecir Carlos.

CDD: 663.63




Banca Examinadora:

Prof. Dr. César Valmor Rombaldi, PhD
Orientador (DCTA/UFPel)

Prof2 Dr2 Josiane Freitas Chim (CCQFA)

Prof2 Dr2 Mirian Ribeiro Galvdo Machado (CCQFA)

Dr2 Roberta Manica-Berto (PNPD-FS)

Dr2 Marcia Vizzotto, PhD (Embrapa)



Dedico

A minha mae Gilca, que lutou e sonhou comigo
desde os primeiros instantes de minha vida e por
estar presente em tantas outras conquistas. Aos
demais familiares e amigos pelo incessante

incentivo ao alcance deste desafio.



Vi

Agradecimentos
A Deus, pelo dom da vida.
Ao Prof. Dr. César Valmor Rombaldi, pela acolhida, orientacdo, compreensao,
suporte técnico e financeiro.
Aos orientadores, Prof® Rosane da Silva Rodrigues e Prof. Valdecir Carlos Ferri, pela
orientacdo, constante apoio e dedicag&o.
Em especial a Rosane da Silva Rodrigues, pela amizade, carinho, apoio constante e
por acreditar que essa tese seria possivel.
Aos Membros da Banca de Qualificagdo e Tese que, com sua experiéncia cientifica
e conceituada qualificacéo, enriqueceram as discussoes desta Tese.
Ao Prof. José Claudio Fonseca Moreira e ao doutorando Guilherme Antdnio Behr do
laboratério do Centro de Estudos em Estresse Oxidativo do Instituto de Ciéncias
Bésicas da Saude da Universidade Federal do Rio Grande do Sul, pela atencéo e
colaboracgéo na realizacdo das analises bioquimicas.
A Prof2 Mirian Salvador do Departamento de Ciéncias Biomédicas do Instituto de
Biotecnologia da Universidade de Caxias do Sul (UCS), pela ajuda na realizacao das
andlises antioxidantes com células de leveduras.
A amiga Roberta Berto-Manica, pela orientacdo e ajuda na realizacdo da analise
estatistica.
A todos os professores e colegas do Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncia e
Tecnologia Agroindustrial, que de algum modo contribuiram para meu
aperfeicoamento profissional.
Aos amigos e companheiros de jornada Dr2 Miriane Azevedo, Andréa Teixeira,
Leandro Conceicéo, Dr. Lirio Haas, Ana Paula Antunes, Lucia Rota Borges e Ciane
Goncalves, pela amizade e pelos importantes momentos de discusséo intelectual.
Aos professores e funcionarios do curso de Quimica de Alimentos, por serem
atenciosos e prestativos, em especial a Prof2 Josiane Freitas Chim e a Prof2 Mirian
Ribeiro Galvdo Machado pela amizade, carinho, incentivo, colaboracédo e valiosas
sugestdes no desenvolvimento do trabalho.
As minhas queridas estagiarias do Curso de Quimica de Alimentos Vanessa Zanol,
Doralina Quintana e Bruna Del Sacramento Behling, pelo apoio, companheirismo,
dedicacéao e preciosa ajuda na realizacao deste trabalho.
Aos funcionarios do Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas pelo apoio

a este trabalho.



Vil

Ao médico veterinédrio Rafael Aldrighi Tavares, as colegas Valéria da Silva Santos,
Lidiane Munis Moreira, Adriana Rodrigues Machado e aos alunos do Curso de
Quimica de Alimentos e de Nutricdo, pelo auxilio na eutanasia dos animais.

A todos que direta e indiretamente contribuiram para que este trabalho fosse
realizado.

A Fundacgio de Coordenacdo e Aperfeicoamento de Pessoas de Nivel Superior
(CAPES) pela concesséao da bolsa.



viii

Revolucao da alma
Ninguém é dono da sua felicidade, por isso ndo entregue sua alegria, sua paz sua vida nas
maos de ninguém, absolutamente ninguém.
Somos livres, ndo pertencemos a ninguém e nao podemos querer ser donos dos desejos,
da vontade ou dos sonhos de quem quer que seja.
A razao da sua vida é vocé mesmo.
A tua paz interior € a tua meta de vida.
Quando sentires um vazio na alma, quando acreditares que ainda esté faltando algo,
mesmo tendo tudo, remete teu pensamento para os teus desejos mais intimos e busque a
divindade que existe em vocé.
Pare de colocar sua felicidade cada dia mais distante de vocé.
N&o cologue o objetivo longe demais de suas maos:
abrace 0s que estdo ao seu alcance hoje.
Se andas desesperado por problemas financeiros, amorosos, ou de relacionamentos
familiares, busca em teu interior a resposta para acalmar-te, vocé é reflexo do que pensas
diariamente.
Pare de pensar mal de vocé mesmo (a), e seja seu melhor amigo (a) sempre.
Sorrir significa aprovar, aceitar, felicitar.
Entdo abra um sorriso para aprovar o mundo que te quer oferecer o melhor.
Com um sorriso no rosto as pessoas terdo as melhores impressdes de vocé, e vocé estard
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afirmando para vocé mesmo que esta "pronto” para ser feliz.
Trabalhe, trabalhe muito a seu favor.

Pare de esperar a felicidade sem esforcos.

Pare de exigir das pessoas aquilo que nem vocé conquistou ainda. Critique menos, trabalhe
mais.

E ndo se esqueca nunca de agradecer.

Agradeca tudo que esta em sua vida nesse momento (...)

Nossa compreenséo do universo ainda é muito pequena para julgar o que quer que seja ha
nossa vida.

A grandeza (da vida) ndo consiste em receber honras, mas em merecé-las

(Aristoételes 360a.c.)



Resumo

LEITAO, Angelita Machado. Alteragdes na composicdo, no potencial
antioxidante e nas propriedades biolégicas do suco produzido com uvas Vitis
labrusca, cv. Bordo, tratadas com radiacdo UV-C. 2012. 87 f. Tese (Doutorado) -
Programa de Pds-Graduacgdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas - RS.

E amplamente conhecido que a aplicagdo da radiacdo UV-C apoOs a colheita de
frutos contribui para a preservacdo de podridoes, pela reducdo do inoculo e por
induzir mecanismos de defesa, estimulando o metabolismo secundario. Assim, &
esperado que a aplicacdo de doses moderadas de radiagdo UV-C possa agir como
agente indutor da sintese e acumulo de moléculas bioativas, alterando a composicéo
dos vegetais, bem como as potenciais propriedades funcionais. Nesse contexto,
buscou-se maximizar a concentracdo dessas substancias nos sucos, tratando-se
uvas Vitis labrusca cv. Bordd, cultivadas na regido de Pelotas (Sul do RS). Apés a
colheita das uvas, 50% dos lotes foram mantidos sem tratamento (sem aplicacdo de
radiacdo UV-C) e 50% foram tratados com radiagdo UV-C na dose hormic de 7,4
kji.m?1. A partir dos tratamentos e armazenamento em temperatura ambiente, no
escuro, por 23h, preparou-se 0 suco, em extratora a vapor, o qual constituiu o
material para analise. De acordo com os resultados, se pdde verificar que a radiacao
UV-C interfere nas caracteristicas fisico-quimicas dos sucos. No que se refere aos
compostos fendlicos, observa-se que a quercetina seguida do trans-resveratrol, do
p-hidroxicindmico, da malvidina e da delfinidina foram o0s compostos que
aumentaram sua concentracao, e catequina, epicatequina e caempferol tiveram suas
quantidades reduzidas nos sucos tratados, ndo sendo detectada a presenca de
cianidina. Os sucos elaborados com uvas tratadas com radiacéo UV-C
apresentaram valores médios de compostos fendlicos totais, antocianinas totais e
atividade antioxidante in vitro e in vivo significativamente (p<0,05) maiores do que o
suco controle. O suco controle e o suco elaborado com uvas tratadas com radiacéo
UV-C, garantiram em torno de 55% e 72%, respectivamente, de sobrevivéncia das
células de leveduras frente aos danos gerados pelo agente estressor peréxido de
hidrogénio. Existiu forte correlacdo entre a atividade antioxidante in vivo e in vitro e o
teor de compostos fendlicos totais (R=0,91) e antocianinas totais (R=0,96). Os sucos
de uvas, tanto o elaborado com uvas tratadas com radiacdo UV-C ou né&o, ndo
pomoveram um ganho de peso, ndo aumentaram o0s niveis glicémicos e
aumentaram o coeficiente de eficiéncia alimentar dos animais em estudo. O dano
oxidativo causado aos animais pela dieta hiperlipica foram reduzidos, em funcéo do
aumento da atividade das enzimas antioxidantes, bem como pelo incremento da
capacidade antioxidante total, proporcionada pelo suco de uva c.v Bordd, tratados
com radiagdo UV-C. Conclui-se que a radiagdo UV-C promoveu alteracbes no
metabolismo fendlico das uvas, o0 que resulta em sucos de uva Vitis labrusca cv.
Bordd, da regido de Pelotas, com elevado potencial antioxidante e com respostas
biologicas benéficas.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Fitoquimicos. Atividade antioxidantes in vivo e in
vitro. Saccharomyces cereviseae. Ensaio biologico. Ratos Wistar



ABSTRACT
LEITAO, Angelita Machado. Alteragdes na composicdo, no potencial
antioxidante e nas propriedades biolégicas do suco produzido com uvas Vitis

labrusca, cv. Bordd, tratadas com radiacdo UV-C. 2011. 87f. Tese (Doutorado) -
Programa de Pds-Graduacgdo em Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial. Universidade
Federal de Pelotas, Pelotas.

It is widely known that the application of UV-C radiation at post-harvest contributes to
reducing fruit rot, by the reduction of microorganisms and induce defense
mechanisms, and stimulating secondary metabolism. Thus, it is expected that the
application of moderate doses of UV-C can act as a promoter of the synthesis and
accumulation of bioactive molecules, changing the vegetable composition as well as
the functional potential properties. In this context, we have attempted to maximize the
concentration of these bio-molecules in the juices, treating Vitis labrusca grapes, cv.
cultivated in Pelotas region (South of RS). After the harvest of the grapes, 50% of the
grapes batches were kept untreated (no application of UV-C) and 50% were treated
with UV-C at a dose of 7.4 kj.m2-1 hormic. From the grapes with treatment and store
in room temperature in dark for 23h, the juice was elaborated on a steam extractor,
which was the material for analysis. According to the results, it was found that the
UV-C interferes in the physicochemical characteristics of the juices. In relation to
phenolic compounds, we found that quercetin followed by trans-resveratrol, p-
hydroxycinnamic acid, malvidin and delphinidin were the compounds that increase
their concentrations, and catechin, epicatechin and kaempferol have shown small
quantities in the treated juice, without detection of cyanidin. The juices elaborated
with treated grapes with UV-C showed mean values of total phenolic compounds,
anthocyanins and antioxidant activity in vitro and in vivo significantly (p < 0.05) higher
than the control juice. The control juice and the juice elaborated with grapes treated
with UV-C, guaranteed around 55% and 72%, respectively, for the survival of yeast
cells against damage caused by the stressor agent, hydrogen peroxide. Existed
significant correlation between the antioxidant activity in vivo and in vitro and the
content of total phenol compounds (R = 0.91) and total anthocyanins (R = 0.96). The
juices of grapes, either the elaborated with grapes treated with UV-C or not, did not
promote weight gain, did not increase blood glucose levels, but have increased the
coefficient of alimentary efficiency on the studied animals. The oxidative damage
caused to animals by hyperlipidic diet were reduced with increasing of the antioxidant
enzyme activities, as well as by the increased of the total antioxidant capacity
provided by the grape juice of cv. Bordo treated with UV-C. Concludes that the UV-C
treatment promote alterations in the phenolic metabolism of the grape, which results
in grape juice from Vitis labrusca cv. Bordd, cultivated in the region of Pelotas, with
high antioxidant potential and beneficial biologic responses.

Keywords: Oxidative stress. Phytochemicals. Antioxidant activity in vivo and in vitro.
Saccharomyces cereviseae. Biological assay. Wistar rats.
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1 Introducéo

A demanda por alimentos com propriedades potencialmente funcionais que
contribuam positivamente para a saude do consumidor € cada vez mais crescente.
Dentre os alimentos associados a estas propriedades estdo as uvas, sucos e vinhos
devido principalmente a presenca de compostos fendlicos. Dentre 0os compostos
fendlicos de maior importancia destacam-se as antocianinas, flavanadis, flavonais,
acidos fendlicos e estilbenos (ABE et al., 2007). Os compostos fendlicos séo
importantes do ponto de vista de alegacdo de funcionalidade, pois apresentam
propriedades antioxidantes as quais tém sido associadas a reducdo do risco de
ocorréncia de algumas enfermidades crénico-degenerativas como alguns tipos de
cancer e doencas cardiovasculares ligadas ao metabolismo de lipidios (ANGELO e
JORGE, 2007). No entanto, aspectos como biodisponibilidade e toxicidade dos
compostos fendlicos ainda nédo foram totalmente elucidados. A concentracéo e a
composicdo dessas substancias na fruta e nos produtos derivados variam com a
diversidade de cultivares, época de maturacao e outros fatores de pré e pds-colheita,
tais como clima, solo, técnicas de colheita e de processamento (SAUTTER, 2005;
PEREIRA, 2010).

Embora haja maior valorizagdo das uvas, vinhos e sucos da variedade Vitis
vinifera, atualmente os produtos elaborados com Vitis labrusca produzem sucos e
vinhos com precos relativamente mais acessiveis e com aroma e sabor
caracteristicos e aceitos por um grupo expressivo de consumidores. As variedades
da espécie Vitis viniferas sdo as mais reconhecidas pela qualidade que
proporcionam aos vinhos finos, enquanto as das espécies Vitis labruscas tém se
destacado pela qualidade dos sucos, polpas, vinagres e vinhos de mesa gerados a
partir dessa espécie (ROMBALDI et al., 2004).

As uvas Vitis labrusca (cv. Ives ou Bordd, Concord e Isabel) se caracterizam por

apresentar elevada produtividade e relativamente boa resisténcia as doencas que
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normalmente atacam as Vitis vinifera. Além disso, produzem mostos tintorios, com
intensa coloracao, sabor e aroma foxados, alta acidez, teor de pectina mais elevado,
menor potencial de producéo de acucares quando comparadas com as cultivares
Vitis vinifera, nas mesmas condi¢des de cultivos (MALGARIM et al., 2006).

Mesmo com essa limitacdo, é uma variedade bastante demandada no momento,
tanto por produtores quanto pela industria, por exigir baixo custo de producgéo, e
gerar uvas com elevada concentracao de pigmentos e compostos do aroma.

A area cultivada com Vitis labrusca tem aumentado nos ultimos anos no Rio
Grande do Sul devido ao aumento do consumo de sucos e vinhos tintos de mesa.
Dentre as cultivares em maior crescimento destaca-se a Bordd por apresentar alta
resisténcia as principais doencas (antracnose, mildio e podriddes), facil adaptacéo a
variabilidade de condi¢cdes edafo-climéaticas, boa produtividade e relativa rusticidade
(ROMBALDI et al., 2004; MALGARIM et al., 2006; MELO, 2010; TECCHIO et al.,
2007). Porém, ainda se constitui em uma variedade com desuniformidade de
producdo entre plantas, mesmo se tratando de propagacao vegetativa. As causas
desse problema ainda n&o foram descritas.

Devido a importancia dos compostos fenélicos para a saude, varios métodos pés-
colheita vém sendo utilizados visando aumentar a quantidade desses compostos em
frutas e hortalicas, dentre eles destaca-se a radiagéo ultravioleta de ondas curtas
(UV-C), ja bastante utilizada com o objetivo de diminuir a incidéncia de doencas nos
frutos (ALOTHMAN, BHAT E KARIM, 2009). E possivel que a radiagdo UV-C atue
como estressor abidtico, ativando mecanismos de defesa dos tecidos vegetais,
induzindo o metabolismo secundario, especialmente pela sintese de compostos
fendlicos, envolvidos na protecdo ao estresse oxidativo (HEMMATY et al., 2006; LIU
et al., 2009; TIECHER, 2010). O uso da radiacdo UV-C € um método fisico que néo
deixa residuos, estando em consonancia com as tendéncias modernas de se
produzir alimentos com menores teores possiveis de aditivos.

Em virtude de haver um crescente consumo de sucos e vinhos elaborados com a
espécie Vitis labrusca e por esta possuir aroma e sabor aceitos pelos consumidores,
ter alta resisténcia a doengas e por n&o existir muitos estudos sobre a cultivar Bordd
na literatura qualificada, a caracterizacdo dos constituintes quimicos dos sucos
produzidos com esta uva se torna uma estratégia de interesse, principalmente
quando se relaciona com compostos com possiveis propriedades funcionais

(TECCHIO et al., 2007). Entdo se espera que a aplicagéo da radiacdo UV-C em uva



20

(cv. Bordd), ap6s a colheita, possa aumentar o teor de compostos fendlicos e a
atividade antioxidante in vitro no suco. E que o incremento desses compostos
fitoquimicos no suco proveniente de uva tratada com UV-C possa resultar em maior
atividade antioxidante in vivo.

No intuito de maximizar a concentracdo dos compostos fendlicos nos sucos, o
presente estudo teve como objetivo tratar uvas Vitis labrusca, cv. Bordd, na pos-
colheita, com radiacdo UV-C e caracterizar os compostos fitoquimicos presentes nos

sucos, verificando sua relagdo com a capacidade antioxidante e funcionalidade.
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2. Revisao da literatura
2.1 Suco de uva

Segundo a legislacao brasileira vigente, suco de uva € uma bebida extraida
da fruta madura e s&, obtida através de processo tecnolégico adequado, néo
fermentado, ndo alcoolico, de cor, aroma e sabor caracteristicos, submetido a
tratamento que assegure a sua conservagao até o momento do consumo (BRASIL,
2009).

Quanto a composicdo quimica, 0 suco de uva apresenta, além da &gua,
elevados teores de acUcares e acidos organicos, que Sao 0S responsaveis por seu
sabor caracteristico. Aléem desses compostos, possui ainda minerais (potassio,
calcio, ferro, cobre entre outros) e compostos fendlicos, os quais estao relacionados
a efeitos benéficos a salude, além de serem responsaveis pela cor, adstringéncia e
estrutura (RIZZON; LINK, 2006; SANTANA et al., 2008; NATIVIDADE et al., 2010).

Tecchio (2007) considera as relagcbes solidos soluveis/acidez total,
frutose/glicose, bem como os teores combinados de taninos, acidos totais, ésteres
volateis totais, antranilato de metila, potassio e cor a 520 nm como elementos de
qualificacdo para a obtencdo de um bom suco de uva. Por essas varidveis, a cultivar
Bordd € considerada uma boa opc¢ao a elaboracao de suco, principalmente em blend
com Isabel e/ou Concord, geralmente com coloragcéo e acidez pouco pronunciadas.

A Bordd é uma variedade de uva Vitis labrusca, originalmente chamada de
Ives, Folha de Figo ou Terci, cultivada em grande parte do Brasil, estendendo-se do
Rio Grande do Sul até Minas Gerais, possui producdo aproximada de 15 a 20 t ha™
em sistema latada (PIVA, 2011). Caracteriza-se por apresentar alta resisténcia as
doencas que normalmente atacam as Vitis vinifera, produz mostos tintérios, com

intensa coloracéo, sabor e aroma foxados, alta acidez, teor de pectina mais elevado,
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menor potencial de producdo de acgucares quando comparada com as cultivares Vitis
vinifera (MALGARIM et al., 2006; RIZZON; LINK, 2006).

2.2 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos resultam do metabolismo secundario dos vegetais,
Sao essenciais para o crescimento e reproducdo vegetal e se formam em condicdes
de estresse, como infeccbes, ferimentos, radiacbes UV, dentre outros (ANGELO;
JORGE, 2007; MELO et al., 2008; MELO, 2010). Estes compostos desempenham
fungbes importantes na natureza, atuando como mecanismo de defesa e como
agentes antipatogénicos. Em alimentos, sdo responsaveis pela cor, adstringéncia,
aroma e estabilidade oxidativa (PORTO, 2002; ANGELO; JORGE, 2007). Do ponto
de vista medicinal, varios estudos mostraram que esses compostos possuem efeito
anticarcinogénicos, antiinflamatorios, anti-hepatotoxico, antiviral, antialérgico,
antitrombdtico e antioxidante (PORTO, 2002; PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE,
2005; DIAS, 2009).

Quimicamente, os compostos fendlicos podem ser definidos como
substancias que possuem um anel aromatico contendo um ou mais grupos hidroxila
(PIMENTEL; FRANCKI; GOLLUCKE, 2005; ANGELO; JORGE, 2007; SILVA et al.,
2010). Esses compostos sao formados através de duas rotas metabdlicas: pela via
do &cido chiquimico a partir de carboidratos, através da acdo da enzima fenilalanina
amonia liase (PAL), ou pela via do acetato-polimalato que inicia com acetil-coenzima
A e malonil- coenzima A (OLIVEIRA et al.,, 2009; TIECHER, 2010). A fenilalanina
amoénia liase (PAL) tem sua atividade aumentada nos vegetais submetidos a
situacdo de estresse, como déficit de agua (estresse hidrico), incidéncia de raios
solares e de fungos como o Botryttis Cinérea, influenciando diferentemente as
diversas classes e teores (ROCHA; GUERRA, 2008).

Nas uvas, a sintese dos compostos fendlicos encontra-se relacionada aos
diversos estadios de desenvolvimento da fruta. No periodo inicial, ocorre a
acumulacado dos acidos hidroxicindmicos, precursores dos fendis volateis, na casca
e na polpa, e dos taninos, incluindo as catequinas monoméricas, nas cascas e
sementes. Nesta etapa sdo também sintetizados aminoacidos e compostos de

aroma. O amadurecimento, que ocorre no segundo periodo, caracteriza-se pelo
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declinio dos taninos, tanto da casca como das sementes, e elevacdo dos teores de
acucares, como glicose e frutose (ROCHA; GUERRA, 2008).

Os compostos fenodlicos encontrados em uvas e vinhos podem ser
classificados em dois grupos em razao da similaridade de suas cadeias de atomos
de carbono: ndo flavondides (acidos fendlicos e os estilbenos) e flavondides
(flavonais, flavanodis e antocianinas) (GRANATO, 2011). Entretanto, a composicéo e
concentracdo dos compostos fendlicos na uva variam conforme a variedade, a
espécie, o clima e a safra (YANG; TIMOTHY; HAI LIU, 2009; DIAS, 2009).

Os acidos fendlicos sdo constituidos por um anel benzénico, um grupamento
carboxilico e um ou mais grupamentos de hidroxila e/ou metoxila na molécula,
conferindo propriedades antioxidantes para os alimentos e os organismos (SANTOS,
2002; ANGELO; JORGE, 2007; PERES JUNIOR, 2009). Sua atividade antioxidante
esta relacionada com a posi¢do dos grupos hidroxilas e também com a proximidade
do grupo —CO,H em relagdo ao grupo fenil. Quanto mais proximo esse grupo estiver
do grupo fenil, maior sera a capacidade antioxidante do grupo hidroxila na posicéo
meta (SILVA; ROZA, 2010). Estes compostos se encontram distribuidos na casca e
na polpa da uva, e seus teores diminuem com o amadurecimento, podendo ser
utilizados para discriminacao de variedades (DIAS, 2011). S&o incolores em solucao
hidroalcodlica, mas podem tornar-se amarelos depois da oxidacdo (PERES JUNIOR,
2009).

Os éacidos fendlicos estdo divididos em dois grupos, derivados do acido
hidroxibenzéico os quais possuem como estrutura comum (Ce-Cy), € os acidos
hidroxicinamicos sdo compostos por aromaticos com trés carbonos que formam uma
cadeia lateral (Ce-C3) (Figura 1) (ANGELO; JORGE, 2007; AZEVEDO, 2011).
Segundo Granato (2011) nas uvas, 0s principais acidos fenodlicos sdo os acidos
hidroxicinamicos que se encontram nos vacuolos da célula da pelicula e da polpa,

sob a forma de ésteres tartaricos.
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Figura 1. Estrutura quimica dos acidos Hidroxibenzoicos (A) e hidroxicinamicos (B).

Fonte: Angelo e Jorge, 2007.

O resveratrol é uma fitoalexina presente em uvas (Vitis vinifera e Vitis
labrusca), cuja sintese se inicia principalmente na casca da fruta e é ausente ou em
baixissima concentracdo na polpa (BERTAGNOLLI et al., 2007). Este composto &
sintetizado naturalmente na planta sob duas formas isGbmeras: trans-resveratrol
(trans-3.5.4-trihidroxiestilbeno) e cis-resveratrol (cis-3.5.4-trihidroxiestilbeno). O
trans-resveratrol é a forma mais comumente encontrada, mas também pode estar
ligada a uma molécula de acucar formando um glucosideo ou polimerizado
(SAUTTER, 2005; ROCHA; GUERRA, 2008; DIAS, 2009).

A biossintese do trans-resveratrol parte de uma molécula de p-cumaril-CoA e
trés moléculas de malonil-CoA, formando uma molécula instavel que pode formar
chalcona ou resveratrol em presenca das enzimas chalcona sintetase e estilbeno
sintetase, respectivamente (SAUTTER, 2005). A enzima estilbeno sintetase €
ativada através de uma resposta exdgena, como injuria, radiacao ultravioleta e sinais
quimicos de fungos patogenos. Os niveis de resveratrol atingem seu pico
aproximadamente 24 horas apds exposicdo ao estresse, e declinam apds 42-72
horas como resultado da ativagéo da estilbeno oxidase. A quantidade de resveratrol
presente nas uvas depende da variedade e da exposi¢cao ao estresse (SAUTTER,
2003, 2005; DIAS, 2009; VACCARI, 2009).

Os flavondides séo derivados tanto da rota metabdlica via acido chiquimico,
guanto da via do acido malbnico. Para que haja a biossintese de flavonoides, é
necesséria a atuacdo da chalcona sintase (CHS), que forma as chalconas. A partir

desta estrutura basica, havera a formacao do anel flavonéide basico (Ces-C3-Cg) que
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ird conduzir a formagdo de importantes flavondides. A estrutura basica dos
flavonoides consiste em dois anéis aroméaticos, denominados anel A e B, unidos por
trés carbonos que formam um anel heterociclico, denominado anel C, possuindo
hidroxilas e glicosideos distribuidas ao redor (Figura 2) (PIMENTEL; FRANCKI,
GOLLUCKE, 2005; ANGELO; JORGE, 2007; TIECHER, 2010). Esta classe de
compostos fendlicos pode ser dividida em grupos de acordo com o grau de oxidacao
do anel central: flavonas; flavondis; flavandis; antocianinas; proantocianidinas;
flavononas e isoflavonas (ANGELO; JORGE, 2007).

Segundo Dias (2009) sdo encontrados nas uvas flavondis (quercitina,
caempferol e miricetina), flavandis (catequina e epicatequina, procianidinas e o0s
polimeros de taninos) e antocianinas (cianidina, peonidina, delfinidina, malvidina e
petunidina). As diferencas individuais presentes em cada grupo sdo resultado da
variacdo no numero e no arranjo dos grupos hidroxilas, assim como a natureza e a
quantidade de alquilagbes e/ou glicosilagbes destes grupos, sendo muitos destes
grupos encontrados na forma glicosilada, na posicdo 3 e 7, este Uultimo menos
frequente (Figura 2) (GONCALVES, 2008).

O

C
=

Figura 2. Estrutura basica dos flavondides. Fonte Angelo e Jorge, 2007.

As antocianinas encontram-se sob a forma de glicosidios, esterificada com
um ou mais agucares sob a forma heterosidica. As antocianidinas possuem como
estrutura basica o cation 2 - fenilbenzopirilium, também denominado flavilum (Figura
3) (VACCARI et al.,, 2009). Essas moléculas sdo as principais responsaveis pela
coloracdo da maioria dos vegetais, colorindo-os numa faixa que varia de vermelho a
azul, de acordo com o pH em que esses pigmentos estdo armazenados no vacuolo
celular (MALACRIDA; MOTTA, 2005; SEVERO, 2009). Segundo Granato, (2011) os
pigmentos antocianicos majoritarios encontrados nas uvas sao malvidina-3-
glicosidio, petunidina-3glicosidio, cianidina-3-glicosidio, delfinidina-3-glicosidio e

peonidina-3-glicosidio.
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As antocianinas diferem entre si através dos niveis de hidroxilacdo e
metilacdo do composto, pela natureza, nimero e posicdo das “oses” unidas a
molécula, e também pela natureza e numero de acidos, os quais esterificam seus
acucares (VACCARI et al., 2009; AZEVEDO, 2011; GRANATO, 2011). Os acucares
mais comumente ligados as agliconas sao: glicose, arabinose, galactose, xilose,
frutose e ramnose. Os dissacarideos, trissacarideos e os oligossacarideos formados
pela combinacdo destes seis monossacarideos podem também glicosilar algumas
antocianinas. Em alguns casos os acucares podem ser acilados por acidos fendlicos
como p-cumarico, caféico, ferdlico e sindpico (VACCARI et al. 2009; GOUVEA,
2010).

Antocianina Grupo Grupo

(grupo OH em 7) emR em R’
Cianidina OH H
Delfinidina OH OH

Malvidina OCHs OCHs
Pelargonidina H H
Peonidina OCHgs H
Petunidina OCHgs OH

Figura 3. Estrutura quimica da antocianina e possiveis substituintes. Fonte:
AZEVEDO, 2011.

2.3 Estresse oxidativo

O termo radical livre é definido como qualquer a&tomo ou molécula que
apresente um ou mais elétrons ndo pareados em sua Orbita externa, sendo que um
elétron ndo pareado é aquele que ocupa um orbital atbmico ou molecular
isoladamente. Esta configuragdo faz dos radicais livres moléculas altamente
instaveis, de meia-vida curta e quimicamente muito reativas (SOUZA, 2008;
ARAUJO, 2009).

Os radicais livres sao formados durante os processos fisiologicos de
oxidacdo, ou seja, durante o processo de oxidacdo do oxigénio, utilizado para
converter os nutrientes dos alimentos absorvidos em energia, sendo esta reacéo

produzida no citoplasma, nas mitocondrias e nas membranas celulares (SOUZA,
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2008; ARAUJO, 2009). Os radicais livres também participam dos processos de
fagocitose, de sinalizacéo celular e também estéo envolvidos na sintese de algumas
proteinas (SOUZA, 2008). Mas por outro lado, podem provocar reacdes em cadeia
causando danos oxidativos aos lipidios, proteinas e acidos nucléicos, podendo levar
a um grande numero de patologias, incluindo o cancer e a ateroesclerose
(GONCALVES, 2008).

Em condicdes fisiolégicas do metabolismo celular aerébio, o O, sofre reducao
tetravalente, através da aquisicdo de 4 elétrons, resultando na formacédo de H,O.
Durante esse processo também podem ser formados compostos intermediarios
altamente reativos, como o0s radicais superéxido (Oz¢), hidroperoxila (HO2¢) e
hidroxila (OH), e o peréxido de hidrogénio (H.O,), denominados espécies reativas de
oxigénio (EROS) (FERREIRA, MATSUBARA, 1997; SOARES, 2002; ARAUJO,
2009; ZIMMERMANN, 2010).

Espécies reativas de oxigénio (EROS) é o termo coletivo frequentemente
usado para incluir ndo apenas radicais livres de oxigénio, mas também alguns
radicais derivados O, capaz de gerar radicais livres, como exemplo alcoxila (ROe) e
peroxila (ROQe), anion peroxinitrito (ONOQO), radical diéxido de nitrogénio (*NO,),
acido hipocloroso (HOCI), perdxido de hidrogénio (H,0;), o oxigénio singlete (10,) e
0 o0zbnio (O3), mas que também podem induzir rea¢des radicalares no organismo,
sendo por isso considerados como espécies reativas (SALVADOR e HENRIQUES,
2004; ARAUJO, 2009). Algumas destas moléculas reagem rapidamente apenas com
algumas substancias, como é ocaso do peréxido de hidrogénio, enquanto outras,
como radical hidroxil, reagem rapidamente com inumeras moléculas. Estas
caracteristicas geram diferentes niveis de efeitos bioldgicos, dependendo da sua
taxa e local de formacdo, ambiente, compartimento celular e entre outros
(TREVISAN, 2008).

As EROS podem ser geradas por fontes enddgenas e exdgenas.
Endogenamente originam-se durante o funcionamento normal da célula, tais como:
reducdo de flavinas e tiois; resultado da atividade de oxidases, cicloxigenases,
lipoxigenases, desidrogenases e peroxidases; presenca de metais de transicdo no
interior da célula e de sistemas de transporte de elétrons (SOARES, 2002; ARAUJO,
2009; ZIMMEMANN, 2010). Estas reac¢des ocorrem principalmente nas mitocéndrias,
nos peroxissomos, no citocromo P 450, na fagositose e na xantina dexidrogenase.

As fontes exdgenas geradoras de radicais livres incluem ozonio, radiagbes gama e
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ultravioleta, medicamentos, dietas, tabaco, poluicdo do ar e pesticidas (SOARES,
2002; ZIMMERMANN, 2010).

Em condicdes fisiologicas normais, os radicais livres sdo formados em
proporcdes que podem ser controladas pelos mecanismos defensivos celulares.
Entretanto, a falta de equilibrio entre a produgcédo de oxidantes e a concentracdo de
defesas antioxidantes leva ao chamado estresse oxidativo (SALVADOR e
HENRIQUES, 2004; CERQUEIRA; MEDEIROS; AUGUSTO, 2007; SOUZA, 2008).

O estresse oxidativo resulta de situacfes onde ha diminuicdo nos niveis das
enzimas e/ou moléculas antioxidantes, aumento na producdo de radicais livres, ou
por ambos o0s processos simultaneamente (SALVADOR, HENRIQUES, 2004;
SOUZA, 2008).

Quando as EROS apresentam-se em excesso nas células, podem promover
alteracdes nas moléculas de DNA, proteinas e lipidios, podendo levar a apoptose ou
a lesbes dos tecidos, causando diversas patologias (SOARES, 2002; GONCALVES,
2009; GRANATO, 2011).

Das diversas alteracdes causadas pelas EROS, em especial pelo radical
hidroxila, o DNA mitocondrial é o primeiro alvo de ataques oxidativos, devido a sua
proximidade com a fonte de produgéo das EROS (SOUZA, 2008). Uma vez rompida,
a cadeia de DNA pode ser reconectada em diferentes posi¢cdes, o que pode
ocasionar mutacdes celulares devido ao emparelhamento desordenado das bases
nitrogenadas. O acumulo destas lesées no DNA esta relacionado aos processos de
mutagénese, carcinogénese e envelhecimento (SOUZA, 2008).

Os danos oxidativos as proteinas pode ocorrer pelo ataque direto das EROS
a sua estrutura, ou através de moléculas originadas de processos de oxidacéo,
como o malondialdeido (MDA) e 4-hidroxynonenal (4-HNE) (TREVISAN, 2008). Os
danos causados as estruturas das proteinas levam a fragmentacdo das cadeias
polipeptidicas, a formacdo de ligacbes proteina-proteina e a modificagbes nos
aminoacidos das cadeias laterais. Como consequéncias destas reacdes, podem
ocorrer perdas na atividade enzimatica, dificuldades no processo de transporte ativo,
citélise e morte celular (SALVADOR, HENRIQUES, 2004; SOUZA, 2008).

O ataque das EROS aos &cidos graxos poliinsaturados presentes em
membranas celulares e nas lipoproteinas inicia um processo em cadeia conhecido

como peroxidacao lipidica ou lipoperoxidacdo que pode ser avaliado e utilizado
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como um indicador do estresse oxidativo celular (ARAUJO, 2009; ZIMMERMANN,
2010).

A peroxidacdo lipidica pode ser definida como uma sequéncia de reacdes
bioquimicas resultantes da acdo dos radicais livres sobre os lipidios insaturados das
membranas celulares, gerando principalmente radical alquila, alcoxila e peroxila
(ARAUJO, 2009).

A lipoperoxidacdo € uma reacdo em cadeia, representada pelas etapas de
iniciacdo, propagacédo e terminacdo (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; GRANATO,
2011). Estas etapas estao apresentadas nas seguintes reacdes, onde L representa o
lipidio (Equacéo 1):

LH + OHe (ou LOe) > Le+ H,O (ou LOH) Iniciacao

Le + Oy > OO Propagacao

LH + LOO- > Le+ LOOH Propagacéo
LOOQs + Le > LOOL Terminacao

LOQOs + LOO- > LOOL + O, Terminagao

Equacao 1. Etapas do processo de lipoperoxidacgdo lipidica. Fonte: Ferreira;
Matsubara, 1997.

O processo de lipoperoxidacao lipidica se inicia com a remocéo do hidrogénio
do &cido graxo polinsaturado (LH) da membrana celular. Tal remocdo pode ser
realizada pelo OHe ou pelo LOe (radical alcoxila), com consequente formacé&o do Le
(radical lipidico). Na primeira equacgéo de propagacéo, o L reage rapidamente com o
O, resultando em LOOe (radical peroxila), que, por sua vez, remove novo hidrogénio
do &cido graxo polinsaturado, formando novamente o Le na segunda equacgdo de
propagacdo. O término da lipoperoxidacdo ocorre quando os radicais (Le e LOOe)
produzidos nas etapas anteriores propagam-se até destruirem-se a si proprios
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; ARAUJO, 2009; TORRES, 2009). O LOOH pode
sofrer outras reacdes, com consequente producdo de alcanos, aldeidos de
diferentes tamanhos, como por exemplo o malonaldeido (MAD), utilizado como
marcador da peroxidacéo lipidica em sistemas biologicos (ARAUJO, 2009; TORRES,
2009).
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Como consequéncias do processo de lipoperoxidagdo ocorrem mudangas na
permeabilidade seletiva das membranas, alterando o fluxo iGnico e o fluxo de outras
substancias, o0 que resulta na perda da seletividade para entrada e/ou saida de
nutrientes e substancias toxicas a célula, alteracdes do DNA, oxidacdo do LDL-
colesterol e comprometimento dos componentes da matriz extracelular
(proteoglicanos, colageno e elastina) (SOARES, 2002; SOUZA, 2008; ARAUJO,
2009; TORRES, 2009). Todas estas alteracdes nas estruturas celulares podem
provocar o surgimento e a progressao de diversos processos patologicos, como por
exemplo, cancer, doencas hepaticas, aterosclerose, diabetes, mal de Alzheimer
(SOUZA, 2008; ARAUJO, 2009).

2.4 Antioxidantes

Durante o metabolismo celular normal, diversas espécies reativas sao
produzidas, mas o organismo possui defesas antioxidantes para controlar e retirar
essas espécies, a fim de manter-se em equilibrio. Os mecanismos de defesa séo
baseados em enzimas e moléculas antioxidantes (TORRES, 2009; MELO, 2010).

Os antioxidantes sdo compostos, que mesmo em baixas concentracoes,
possuem capacidade de reagir com os radicais livres, retardando ou prevenindo sua
oxidacdo, quelando os ions metalicos e prevenindo a oxidacao lipidica e assim
restringindo os efeitos maléficos ao organismo. Esses mecanismos protetores se
classificam em duas categorias: 0s enzimaticos como a superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase e glutationa redutase, as quais
apresentam capacidade para bloquear o inicio da oxidac&o; e ndo enzimaticos como
0os compostos fendlicos, acido urico, glutationa (GSH), &cido ascoérbico e
carotendides, que interagem com as EROS e sdo consumidos durante a reacao
(TREVISAN, 2008; ARAUJO,2009; TORRES, 2009; ZIMMERMANN, 2010).

As enzimas sd0 necessarias para a sobrevivéncia das células, mesmo em
condicbes normais, elas atuam por mecanismos sinérgicos de modo a garantir a
protecdo celular. Contudo, esta protecdo é assegurada apenas quando ha
manutenc¢do de um equilibrio na sua atividade que pode ser afetado na presenca de
EROS (MARTINS, 2010).

Os antioxidantes enzimaticos estéo relacionados a seguir:
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a) Superdxido dismutases (SOD): constitui a primeira linha de defesa enzimatica
contra a produgéao intracelular de radicais livres, catalisando a dismutacéo do radical
superoéxido a peroxido de hidrogénio, protegendo em até 97% os alvos do ataque do
anion superoxido (SOUZA, 2008; TREVISAN, 2008). Nos sistemas eucariontes
existem duas formas de SOD. A forma CuzZnSOD, presente principalmente no citosol
e meio extracelular, e a MnSOD localizada na mitocondria (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997; SOUZA, 2008).

b) Catalase: € uma hemeproteina citoplasmatica cuja principal funcado € converter o
peroxido de hidrogénio formando em agua e oxigénio molecular. Nesta reagédo, uma
das moléculas de peroxido de hidrogénio é oxidada a oxigénio molecular e a
segunda é reduzida a agua. A catalise do peroxido de hidrogénio € de extrema
importancia para a célula, pois na presenca de Fe*? ocorre a formacédo do radical
hidroxila (reacdo de Fenton), que € altamente reativo e danoso as biomoléculas.
Esta enzima é encontrada no sangue, medula 6ssea, mucosas, rim e figado, sendo
sua atividade dependente da NADPH (SANTOS, 2002; SOUZA, 2008 TORRES,
2009). A catalase pode usar outros doadores de elétrons (etanol, ascorbato e
compostos fendlicos), além do NADPH, em condigbes de baixas concentracdes
(ZIMMERMANN, 2010).

c) Glutationa peroxidase: esta presente tanto no citosol quanto na matriz
mitocondrial; sua funcdo € catalisar a reducdo do peroxido de hidrogénio e
hidroperoxidos orgéanicos para agua e alcool, usando a glutationa (GSH) como
doadora de elétrons (JARDIM, 2005; SOUZA, 2008; AITKEM; RAMOM, 2008;
TORRES, 2009). Embora a GSH tenha acédo fundamentalmente citosélica, in vitro
ela é capaz de reduzir hidroperéxidos da membrana. Em modelo de hemocromatose
experimental foi demonstrada reducdo de 36% na atividade da GSH em figado de
ratos (SOARES, 2002).

d) Glutationa peroxidase reduzida: € uma flavoproteina dependente da nicotinamida-
adenina-dinucleotideofosfato reduzida (NADPH) e, portanto, também dependente da
integridade da via das pentoses. Sob condi¢cfes de diminuicdo do fornecimento de
NADPH, como no jejum e na deficiéncia de glicose- 6-fosfato desidrogenase
(G6PD),ha prejuizo da funcdo da glutationa peroxidase reduzida. E a enzima
responsavel pela manutencdo das concentracdes intracelulares de GSH através da
reducado da glutationa oxidada (SOARES, 2002; SOUZA, 2008; TORRES, 2009).
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e) Glutationa S-Transferase (GST): é o principal grupo de proteinas sollveis do
figado, envolvidas na detoxificacdo celular de compostos eletrofilicos, geradas
intracelularmente ou encontradas na forma de xenobioticos. Essas proteinas sao
encontradas em diferentes formas, chamadas de isoenzimas. Sua acao detoxificante
€ importante na protecdo contra estresse oxidativo, cancer e outras doencas
degenerativas, incluindo aquelas associadas com o0 envelhecimento (TORRES,
SOARES; PEREIRA, 2006).

A regulacdo do sistema de defesa antioxidante enzimatico depende,
principalmente, do substrato (EROS), da producao de co-substrato e da afinidade,
seletividade e especificidade por esses substratos (SALVADOR; HENRIQUES,
2004).

Dentre os principais antioxidantes exdgenos, ou seja, aqueles obtidos atraves
da dieta, estdo incluidos as micromoléculas lipofilicas e hidrofilicas, com capacidade
de atuar em compartimentos biolégicos, apolares e polares, respectivamente. As
principais substancias deste grupo sao: glutationa (GSH), acido urico, tocoferol, o
ascorbato, os carotendides e os compostos fendlicos (JARDIM, 2005; SOUZA,
2008).

A glutationa (GSH) é um tripeptideo (L-y-glutamil-L-cisteinilglicina) que exerce
funcbes essenciais na célula, destacando-se sua funcdo como cofator da familia de
enzimas glutationa peroxidases (GPx), em que desempenha papel protetor contra o
estresse oxidativo, com sua oxidacdo a dissulfeto da glutationa (GSSG). E um
tampéao redox sulfidrilico que mantém os residuos de cisteinila da hemoglobina e de
outras proteinas do eritrocito, no estado reduzido. O glutatido (SH total) é o principal
tiol ndo protéico envolvido nas defesas antioxidantes e € o principal contribuinte para
0 estado redox das células (BRITO, 2007; VASCONCELOS et al., 2007). Um déficit
nessa fungdo resulta na formagdo de meta-hemoglobina e consequente
incapacidade do eritrocito em transportar oxigénio, além de causar uma variacdo na
forma do eritrocito, impedindo sua passagem para orgaos vitais (VASCONCELOS et
al., 2007).

Os polifendis, em particular o flavondides atuam como sequestradores de
radicais livres e quelantes de ions metélicos, causando modificacdes no estado
redox da célula e desencadeando um conjunto de reacdes. Estes também podem
interagir com receptores e/ou enzimas relacionadas com os sinais de transducao
intracelulares (SOUZA, 2008; AZEVEDO, 2011). Estas substancias polifendlicas
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atuam na etapa de iniciacdo e propagacdo dos radicais livres ou supresséo da
formacao dos mesmos (LIM; LIM; TEE, 2007).

A atividade antioxidante dos flavondides depende da sua estrutura quimica e
pode ser determinada através de 5 fatores: reatividade como agente doador de H e
elétrons; estabilidade do radical flavonil formado; reatividade frente a outros
antioxidantes; capacidade de quelar metais de transicdo e solubilidade e interac&o
com as membranas. De um modo geral, quanto maior o namero de hidroxilas, maior
a atividade como agente doador de H e elétrons (ALVES et al., 2007).

Estudos tém mostrado que dietas constituidas de polifendis, derivados de
vegetais, sédo efetivos antioxidantes in vitro, pois possuem maior atividade
antioxidante do que o tocoferol e o acido ascorbico. Portanto, esses compostos
podem contribuir significativamente para a protecao efetiva in vivo, atuando como
antioxidantes endogenos (ZIMMERMANN, 2010).

Dietas a base de substancias fendlicas apresentam uma baixa oxida¢cdo dos
constituintes lipidicos, prevenindo o desenvolvimento de doencas, como
ateroesclerose, pois podem ser absorvidas e contribuirem para a inibicdo da
oxidac&o da lipoproteina de baixa densidade (LDL) (GIEHL et al., 2007; ARAUJO,
2009; ZIMMERMANN, 2010).

Alguns compostos fendlicos demonstraram acdo hipocolesterolémica,
aumentando a excrecdo de acidos biliares e inibindo a acdo de enzimas de
substancias de respostas inflamatérias, reduzindo a absorcdo do colesterol no
intestino, figado, rins e cérebro. Desta forma, os compostos fendlicos contribuem
para a prevencdo de doencas neuroldgicas, cardiovasculares e cancerigenas
(ARAUJO, 2009; ZIMMERMANN, 2010).

Segundo Giehl et al., (2007) o suco de uva mostrou-se eficaz, diminuindo o
desenvolvimento de placas lipidicas, porém em outros casos houve controvérsias,
indicando a necessidade de mais pesquisas e resultados mais esclarecedores.

A retencéo de polifendis em tecidos corporais ocorre de maneira diferenciada
ainda ndo claramente explicada pela literatura, porém ja se sabe que a quantidade
de metabdlitos fendlicos tende a ser maior nos varios tecidos corporais do que no
plasma sanguineo (SOUZA, 2008).

A capacidade antioxidante dos compostos fendélicos encontrados em uvas e
derivados depende principalmente da suas propriedades redutoras e estrutura

quimica nucleofilica, sendo que alguns mecanismos tém sido propostos: interrupgéo
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da reacdo em cadeia da peroxidacao lipidica, por meio de sua reacdo com algumas
espécies radicalares; reagcfes com metais pré-antioxidantes, tais como o ferro e o
cobre, que sdo conhecidos por favorecer a formacdo dos radicais livres; supresséo
da peroxidacao lipidica pela reciclagem de outros antioxidantes como os tocoferol e
a preservacdo da atividade paraosonase associada a lipoproteina de baixa
densidade (HDL), a qual é capaz de proteger a lipoproteina de alta densidade (LDL)
contra a oxidacdo (AZEVEDO, 2011; GRANATO, 2011).

O desempenho dos antioxidantes in vivo depende principalmente de fatores
como: tipos de radicais livres formados, onde e como sdo gerados 0S mesmos e
doses ideais para a protecdo. Assim, é possivel que um antioxidante atue como
protetor em determinado sistema, mas ndo proteja ou mesmo aumente as lesbes

induzidas em outros sistemas ou tecidos (ARAUJO, 2009).

2.5 Radiacao ultravioleta

A radiacao ultravioleta (UV) é uma radiacdo eletromagnética compreendida
entre os comprimentos de onda da luz visivel e dos raios X, mais precisamente entre
100 e 400 nan6metros (nm). Esta radiagéo foi dividida em intervalos de acordo com
os efeitos biolégicos produzidos: UV-A (320-400 nm), UV-B (280-320 nm) e UV-C
(100-280 nm) (SAUTTER, 2003; ALVES, 2006; LEITE, 2009; SEVERO, 2009).

Varios estudos vém demonstrando que a radiacéo ultravioleta (UV-C), um tipo
de radiacdo nao-ionizante com comprimento de onda entre 100 e 280nm, constitui-
se num método de conservacio de alimentos (GONZALES-AGUILAR, et al., 2007;
SILVA, 2010). Além disso, a radiacao ultravioleta age como um agente estressor
abidtico nos tecidos dos vegetais, provocando uma situacao de estresse o qual ativa
0s mecanismos de defesa da planta (BERTAGNOLLI et al., 2007; SEVERO, 2009;
COSTA, 2010). Estes mecanismos incluem a sintese e acumulo de compostos
antimicrobianos (fitoalexinas), modificacbes na parede celular, aumento na atividade
de enzimas antioxidantes e inducdo do metabolismo dos compostos fendlicos,
proporcionando protecdo a deterioracdo, podendo inclusive melhorar o potencial
funcional do alimento (ALOTHMAN et al., 2009; COSTA, 2010; TIECHER, 2010).

Estudos comprovaram que a radiacdo UV-C aumentou significativamente o
teor de compostos fendlicos totais em banana e goiaba, a medida que aumentou o

tempo de exposicdo (10, 20 e 30min), em mangas, cv. "Haden”, submetida a
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radiacdo UV-C por 5 e 10 minutos e em macads (GONZALES-AGUIAR et al., 2007;
ALOTHMAN et al., 2009; COSTA, 2010). Ja em uvas irradiadas da variedade Isabel
e Seibel 10.096, foi observado um consideravel aumento na producdo de
antocianinas e resveratrol (SAUTTER, 2003). Em sucos, elaborados com uvas
irradiadas e processadas laboratorialmente, o teor de resveratrol apresentou-se de
3,5 a 16 vezes mais concentrado do que o suco comercial integral, variacdo esta que

depende da dose e do armazenamento empregado.
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3 Material e métodos

O trabalho foi desenvolvido nos laboratérios de Frutas e Hortalicas e de
Cromatografia de Alimentos — Departamento de Ciéncia e Tecnologia Agroindustrial
(DCTA) da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), no Laboratério de
Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Quimicas, Farmacéuticas e de
Alimentos (CCQFA) (Figura 4), da Universidade Federal de Pelotas (UFPel),
Pelotas-RS, no Departamento de Ciéncias Biomédicas do Instituto de Biotecnologia,
Universidade de Caxias do Sul (UCS), Caxias do Sul-RS, e no laboratério do Centro
de Estudos em Estresse Oxidativo do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre-RS.

Figura 4. Laboratorio de experimentacdo animal — CCQFA
Fonte: Autor, 2010.
3.1 Material

3.1.1 Suco de uva
As uvas Vitis labrusca cv. Ives, comumente denominada Bord0, utilizadas neste

estudo, foram colhidas na regido de Pelotas/RS (latitude de 31° 46'19" e longitude

52° 20'33"), na safra 2010; no vinhedo de 11 anos, conduzido em sistema de latada,
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com plantas enxertadas em porta-enxerto Paulsen. A produtividade média desses
vinhedos foi de 19 toneladas por hectare (ton.ha™).

Imediatamente apos a colheita, as uvas foram separadas em seis unidades
experimentais de 25kg cada. Trés unidades foram mantidas em temperatura
ambiente (23-25°C e 75-85% de UR), no escuro, por 24h (Suco Controle), e os
demais foram tratados com radiacdo (UV-C) (lampadas fluorescentes (Phillips® 30w),
A=254nm, dose hormic de 7,4Kj/m? & distancia de aproximadamente 30cm da
lampada) por 1h, seguido de armazenamento nas mesmas condi¢cdes descritas para
o tratamento controle por 23h. ApGs os tratamentos as uvas foram pesadas e
obteve-se uma perda média de peso de 55% e 14% para uvas do tratamento
controles e uvas tratadas com UV-C, respectivamente. Completado o periodo de
armazenamento, cada unidade experimental, composta por aproximadamente 25kg
de uva, foi submetida ao desengace, e os graos foram utilizados para o preparo de
suco, com o uso de suqueira com sistema de extracao por vapor (PINHEIRO, 2009).
No suco de uva, tratado com UV-C, acrescentou-se 9% de agua, a fim de
compensar a perda de agua durante o processo de irradiacdo. O rendimento de
suco processado foi de 63%, ou seja, 12L de suco para cada 19kg de bagas. Apos,
os sucos foram acondicionados em garrafas de polietileno tereftalato, a temperatura
de 92°C, hermeticamente fechadas com tampas plasticas e destinadas as analises
fisico-quimicas e bioldgicas.

O desenho experimental foi completamente casualizado, constituido de uvas
provenientes da regido de Pelotas, sem (Suco Controle) e com tratamento UV-C
(Suco UV-C), com trés repeti¢cdes bioldgicas.

(A) (B)

[

Figura 5. Suqueira (A) e (B) Suco de uva. Fonte: Google imagens, 2011; Autor,
2010.
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3.1.2 Reagentes quimicos

Os padrbes cromatograficos utilizados foram da Sigma (St. Louis, MO), Sigma
Aldrich (Steinheim, Germany), Chromadex (Irvine, USA), Synth (Diadema, Brazil) e
Fluka (Milwaukee, WI): resveratrol, acido p-hidroxibenzdico; quercetina, miricetina,
(+) catequina, (-) epicatequina, cloreto de malvidina, cloreto de peonidina e cloreto
de Kuromanina (cianidina-3-glicosideo) todos com 96 a 99% de pureza.

Os reagentes utilizados para a atividade antioxidante in vivo foram 0os meios de
cultura, extratos e reagentes da marca Merck. Os demais reagentes utilizados para a
realizacdo das diversas analises foram de grau P.A. ou UV/HPCL espectroscopico.

Os produtos quimicos utilizados no ensaio biolégico, bem como das analises
enzimaticas e ndo enzimaticas, foram adquiridos da Sigma Chemical Co. (St Louis,
MO, EUA), Merck e Labtest Diagnéstica S.A.® (Lagoa Santa -MG).

3.2 Métodos

3.2.1 Avaliag6es fisico-quimicas gerais

Foram realizadas analises, em triplicata, nos sucos elaborados com uvas Vitis
Labrusca, tratadas ou ndo com radiagdo UV-C, da regido de Pelotas-RS. As
determinacdes realizadas foram: acidez titulavel (expressa em % de &cido tartarico);
acucares totais (resultados expressos em % de glicose), segundo as Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz, (2008); pH determinado a temperatura de 20°C
em potencidémetro Digimed — DM-20, devidamente calibrado com solucfes tampdes
de pH 4,0 e 7,0; soélidos soluveis totais determinados por leitura direta em
refratbmetro de Abbé, a 20°C modelo RM-M3, Atago Co. Ltd., Tokyo, Japao,
expressos em Brix; densidade relativa mensurada at ravés da razdo entre massa e
volume do suco a temperatura de 20°C; cor determinada em colorimetro Minolta CR-
300 Chroma Meter (Ramsey,USA); antocianinas totais determinadas segundo o
método descrito por Less e Francis (1972) e o teor estimado como miligramas de
cianidina-3-glicosideo por 100mL de suco, medido em espectrofotbmetro
(Ultrospect® 2000 UV/Visivel Pharmacia); compostos fendlicos totais determinados
pelo método de Folin-Ciocalteu segundo Singleton e Rossi (1965) e o resultado
expresso em miligramas por 100mL de GAE (Acido Galico Equivalente), medido em
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espectrofotdmetro (Ultrospect® 2000 UV/Visivel Pharmacia). Para quantificacdo dos
compostos fendlicos foi empregada uma curva padréao de acido galico, obtendo-se a
equacdao da reta expressa por Y= 0,0011x — 0,0421, com R%=0,9998.

3.2.2 Avaliacdo antioxidante in vitro e in vivo

Atividade antioxidante in vitro foi determinada nos sucos segundo Miliauskas;
Venskutonis e Van Beek (2004), com modificacdes realizadas por Azevedo (2011).
O método baseia-se na reducdo do radical estavel 2,2-difenil-1-picrylhidrazil (DPPH).
A atividade antioxidante foi determinada através da diferenca de absorbancia da
solucéo de DPPH + extrato aos 0 e 30 minutos. O tempo de incubacao de 30 min foi
estabelecido com base em testes prévios realizados na amostra, com leitura de
absorbancia em 1min, 30min, 3h, 6h e 24h, onde se verificou a estabilizacdo da
amostra a partir dos 30min. Para a quantificagdo empregou-se uma curva padrao de
Trolox, com equacdo da reta Y= 0,5085x, com R? = 0,9975. O resultado foi expresso
em percentual de inibicdo (%) (equacédo 2) e em yM TEAC (equivalente de Trolox)
mililitro de suco.

% inibicdo = [(AB— AA)/ AB] x 100

Ag = absorcao da amostra 0 minuto = branco (sem extrato)
A = absorcdo da amostra aos 30minutos

Equacéo 2. Célculo para a % de inibicdo do radical DPPH.

A atividade antioxidante in vivo foi determinada nos sucos segundo metodologia
descrita por Soares, Andreazza e Salvador (2005), utilizando células eucaridticas de
leveduras Sacchoromyces XV 185-14C (MATa, ade 2-1, arg 4-17, his 1-7, lys 1-1, trp
5-48, hom 3-10). A cepa foi mantida em meio Yeast Peptone Dextrose (YPD) sélido
contendo extrato de levedura (1% m/v), glicose (2% m/v), peptona (2% m/v) e agar
(2% m/v). As células foram transferidas para um meio liquido (mesma composi¢cao
de meios solidos sem agar) e cultivadas em um agitador orbital a 28°C e 160rpm. As
suspensdes contendo 2x10°'UFC.mL™ foram tratadas com extratos (sucos) diluidos
em agua na proporcao de 1:5 para todos os tratamentos e incubadas por uma hora a
28°C sob agitacdo no escuro. Estas diluicbes foram estabelecidas em funcdo da

maior concentracdo nao citotoxica determinada em ensaios preliminares. As células
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foram centrifugadas (2000.g, 28°C por 5min), lavadas com 0,9% (m/v) de solucéo de
cloreto de sédio (duas vezes). Por fim, as células foram tratadas com solucdo de
agua oxigenada 50mM por uma hora a 28°C. As amostras foram diluidas em uma
solucéo de cloreto de sédio (0,9% m/v), semeadas em meio YPD e incubadas a
28°C por 72 horas. ApGs o periodo de incubacédo, as colbnias foram contadas e
determinados os percentuais de sobrevivéncia celular utilizando como referéncia as
placas teste, onde o numero total de colonias observadas na placa controle (sem

tratamento) foram consideradas como 100% de sobrevivéncia celular.

3.2.3 Avaliagdes cromatograficas

As determina¢cBes dos compostos fendlicos individuais foram realizadas de
acordo com o método descrito por Hakkinen et al. (1998). Os compostos fendlicos
foram separados e quantificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
utilizando equipamento da Shimadzu equipado com injetor automatico, detector UV-
VIS a 280 nm, coluna de fase reversa RP-18 CLC-ODS (5 um, 4,6 mm x 150 mm,
Shimadzu) e coluna de guarda CLC-GODS (5 um, 2 cm x 4 mm, Supelco). A fase
movel se constitui num gradiente de eluicdo com solucao de acido acético em agua
(99:1) (solvente A) e metanol (solvente B), com fluxo de 0,9 mL min™, cuja proporcao
se iniciou com 100% de A, alterando-se gradativamente até 60% de A e 40% de B,
em 25 minutos; manteve-se constante esta proporcdo por 2 minutos e, em seguida,
foi sendo gradativamente alterada até 95% de A e 5% de B, aos 37 minutos,
mantendo-se constante por mais 5 minutos e, apos, retornou a fase inicial, com
tempo total de corrida de 45 minutos, segundo metodologia descrita por Zambiazi
(1997). Os compostos fendlicos foram identificados por comparacdo com o tempo de
retencdo dos padrdes e quantificados com base nas curvas de calibracdo dos
padrdes externos. Os resultados foram expressos em mg.100g™ de suco.

As determinacbes de antocianinas individuais foram determinadas pelo
método adaptado de Zhang (2004), descrito em Azevedo (2011). O sistema
cromatografico utilizado consistiu no sistema CLAE-Shimadzu, com injetor
automatico, detector UV-visivel a 520nm, coluna de fase reversa RP-18 CLCODS
(5um, 4,6mm x 150mm) com fase estacionaria octadecil e uma coluna de guarda
CLC-GODS com fase estacionaria de superficie octadecil. A fase movel consistiu em

um gradiente de eluicdo com solucdo aquosa de acido acético (98:2, %v/v) (A),
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metanol (B) e acetonitrila (C), com fluxo de 0,8mL.min™, cuja proporcdo se iniciou
com 100% de A, zero de B e C, alterando-se para 90% de A, 10% de C e zero de B,
gradativamente diminui-se A para 80%, 10% de B e 10% C, permanecendo nesta
concentracdo durante 15 minutos; em seguida, baixou-se a concentracdo de A para
70%, B para zero e C para 30%, permanecendo nesta concentragcdo por 10 minutos,
e finalmente aos 40 minutos retorna-se a fase inicial (A 100% e B e C zero). Os
picos foram identificados por comparacdo com os tempos de retencédo dos padrbes e
quantificados através de curvas de calibracdo de padrdo externo e os resultados

foram expressos em mg.100g™ de suco.

3.2.4 Ensaio biologico

O ensaio biologico foi realizado atendendo a todas as necessidades
bioclimatolégicas de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal — COBEA, durante o periodo de 13 de setembro de 2010 a
25 de novembro de 2010, totalizando 66 dias. O protocolo para a condugéo do
ensaio biologico (processo n° 23110. 001998/2009-64), foi aprovado pela Comisséo
de Etica e Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade Federal de Pelotas e
retificado em agosto de 2011 (processo n°® 23110.006694/2011- 16) (Apéndice).

Neste estudo se utilizou roedores devido a estes apresentarem caracteristicas
fisiologicas e genéticas semelhantes a dos humanos (CARVALHO et al., 2009).
Foram utilizados 48 Rattus norvegicus cepas Wistar/UFPel, machos, recém
desmamados (21dias), oriundos do Biotério Central da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel), com peso inicial variando entre 64 e 1129, e peso meédio de
87,033g. Os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas de arame galvanizado,
com tela coletora de fezes, funil coletor de urina, comedouro externo tipo cesta em
arame galvanizado, e bebedouro de polipropileno com capacidade para 300mL.
Durante o experimento o laboratério permaneceu sob condicbes de claro/escuro
(fotoperiodo de 12h) e temperatura (22+2°C) controladas, como também sob
renovacao de ar por sistema de exaustdo. Além disso, em paralelo ao procedimento
semanal de pesagem dos animais, mudou-se a disposicéo vertical e horizontal de
cada gaiola a fim de melhor distribuicdo de luz e ruidos presentes no ambiente e,

consequentemente, diminuir fatores ambientais causadores de estresse.
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O ensaio foi conduzido durante 66 dias, dos quais os primeiros 5 dias foram
para adaptacdo dos animais as condigcbes do ambiente e & dieta controle para
roedores em crescimento (racdo comercial Biotec®). Ao final do periodo de
adaptacdo os animais foram pesados e redistribuidos nos grupos experimentais,
tendo-se o cuidado em manter o peso médio dos grupos, minimizando a diferenca

entre 0s mesmos.
3.2.4.1 Dietas

Os animais recebiam como dieta base a racdo comercial propria para
roedores, marca Biotec® (Biobase Alimentacdo Animal, Aguas Frias - SC), com a

seguinte composicao quimica:

Tabela 1. Composi¢do quimica de racdo comercial (Biotec®) para roedores

Composigdo quimica Valores médios (%)
Umidade 12,0 max.
Proteina bruta 22,0 min.
Extrato etéreo 4,0 min.
Minerais 10,0 max.
Matéria fibrosa 8,0 max.
Calcio 1,4 max.
Fosforo 0,8 min.

Fonte: dados fornecidos pelo fabricante (BIOBASE — Alimentac&o Animal)

Diariamente, os animais receberam racéo, acrescida de 0,3% de bitartarato
de colina, conforme quantidade definida com base no estudo citado por MOREIRA
(2010). A guantidade de ragao ofertada aos animais foi definida em funcdo do seu
peso, ou seja, 10% de seu peso vivo (MEZADRI; TOMAZ; AMARAL, 2004;
SOARES; MACHADO; RODRIGUES, 2009; FARIAS, 2010). A colina, na forma de
bitartarato, foi incorporada a dieta dos animais objetivando facilitar o transporte e
metabolismo dos lipidios, uma vez que a presenca da mesma € necessaria para a
sintese da fosfatidilcolina, substancia essencial para a secrecao da lipoproteina de
muito baixa densidade (VLDL) promotora do transporte lipidico do figado para os
demais tecidos do organismo (ARAUJO, 2009).
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A dieta, acrescida de bitartarato de colina, foi preparada semanalmente
através de dissolugdo do bitartarato de colina em p6 em etanol a 46% (v/v) na
temperatura de 50°C, com imediata adicdo a racdo em pellets na proporcdo de
0,3%, seguido de evaporacdo em estufa com circulacdo de ar a 50°C.

A dieta enriguecida com colesterol (dieta hipercolesterolémica) foi preparada
semanalmente através de dissolucdo de colesterol em p6 (Eskisa, Sdo Paulo) em
etanol a 96% (v/v) na temperatura de 50°C, com imediata adicdo a racdo na
proporcao de 0,2%, seguido de evaporacdo em estufa com circulacao de ar a 50°C
(RODRIGUES, 2003; MACHADO, 2007; ARAUJO, 2009).

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 8 grupos experimentais
(n=6), de acordo com a dieta (Figura 6):

* Grupo 1 — Ragéao Controle: animais alimentados com ragéo comercial;

e Grupo 2 - Suco Controle + racdo comercial: animais alimentados com racao
comercial + 5mL de suco de uva da cv. Bordd da regiao de Pelotas;

e Grupo 3 e 4 - Suco Tratamento (UV-C) + racdo comercial: animais
alimentados com racdo comercial + 5mL de suco elaborados com uvas, cv. Bordd,
tratadas com radiacéo UV-C da regido de Pelotas;

e Grupo 5 — Racao Controle Colesterol: animais alimentados com racao
comercial acrescida de 0,2% de colesterol cristalino (m/m);

e Grupo 6 - Suco Controle + racdo comercial com colesterol: animais
alimentados com racao comercial acrescida de 0,2% de colesterol cristalino (m/m) +
5mL de suco elaborados com uvas, cv. Bordd, da regidao de Pelotas;

e Grupo 7 e 8 - Suco Tratamento (UV-C) + racdo comercial com colesterol:
animais alimentados com racado comercial acrescida de 0,2% de colesterol cristalino
(m/m) + 5mL de suco elaborados com uvas, cv. Bordd, tratadas com radiagdo UV-C
da regiao de Pelotas.

Diariamente foram administrados 5mL de suco, no periodo da manh&d, em
bebedouros plasticos. Previamente a administracdo do suco era retirada a agua e a
racdo remanescente. Sendo este o procedimento adotado para 0s demais grupos,
para que assim todos fossem submetidos ao mesmo grau de estresse. Apds a
ingestdo do suco de uva, todos os animais recebiam racdo diéria e agua ad libitum.



Figura 6: Rato recebendo a bebida experimental (A) e Ragéo (B). Fonte: Autor, 2010.

3.2.4.2 Coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA)

Durante o experimento foi realizada pesagem dos animais (semanalmente) e
da racdo remanescente (diariamente). Estes dados foram utilizados para determinar
o coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), calculado pela razdo entre o ganho de

peso e a quantidade total de racao ingerida durante o experimento.

3.2.4.3 Avalia¢des bioquimicas

Ao final do experimento (66 dias), apés 0s animais serem submetidos a um
jejum de 12h, foi realizada a eutanasia por decapitacdo com o auxilio de uma
guilhotina. Apds o sacrificio, primeiramente, se coletou o sangue, depois as carcacas
dos animais foram medidas e seus 6rgéos figado, rim, coracao e cérebro, bem como
a gordura corporal (mesentérica, renal e inguinal), foram retirados, lavados com
solucdo fisiolégica de NaCl 0,9% gelada, enxutos em papel filtro, pesados e
armazenados para posterior analises. Apos a retirada do figado e do cérebro (cortex
frontal), estes foram imediatamente colocados em uma superficie com gelo para que
fosse retirado do figado o I6bulo direito e do cérebro o cortex frontal, sendo apoés
armazenados e congelados em ultra-frezzer até 0 momento da andlise. As carcacas
restantes foram armazenadas em saco branco leitoso (BRASIL, 2003) e congeladas
para entdo serem recolhidas e incineradas por empresa especializada contratada
pela UFPEL, bem como todos os materiais perfurocortantes.

Apéds a coleta do sangue, este foi dividido em 3 fracfes destinadas as analises

de glicose, colesterol e fracbes e determinacdes enzimaticas. A determinacdo de
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glicose sanguinea (mg.dL™) foi realizada imediatamente ap6s a coleta do sangue
em glicosimetro ACCUTREND GCT (Laboratoérios Roche do Brasil®) o qual fornece
a dosagem direta de glicose no sangue. As determinacdes de triacilglicerideos (TG),
colesterol total e lipoproteina de alta densidade (HDL-colesterol) foram realizadas
ap0s o sangue de cada animal ser centrifugado a 1000g durante 15 minutos, a
temperatura de 4°C, objetivando a obtencdo do soro. Estas andlises foram
realizadas através de meétodos enzimaticos Triglicérides Liquiform, Colesterol
Liguiform e HDL LE (Labtest Diagnostica S.A.®, Lagoa Santa - MG)
respectivamente. A fragcdo da lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) é
calculada conforme a equacéo 3 e a fragdo da lipoproteina de baixa densidade (LDL
colesterol) é calculada utilizando-se a formula de Friedewald (equacdo 4) conforme
Cordova et al. (2004).

VLDL = TG/5

Equacao 3 . Célculo da lipoproteina de muito baixa densidade ( VLDL)

LDL colesterol = colesterol total — HDL colesterol — (TG/5)

Equacéo 4. Célculo de LDL-colesterol

A determinacdo de espécie reativa ao acido tiobarbitdrico (TBARS) foi
realizada segundo DRAPER e HADLEY (1990) e DAL-PIZZOL et al., (2000) e os
resultados expressos em nmol MDA.mg™ proteina;

O potencial antioxidante ndo enzimatico (TRAP) mede a inibicdo da
luminescéncia gerada pela reacdo induzida do radical peroxil com o luminol pela
amostra bioldgica, realizado segundo LISSI et al., (1992) e os resultados
transformados em porcentagem (DRESCH et al., 2009);

O Tiol total (SH) mede a reacéo do acido 5,5’-ditio-bis-2 nitrobenzoico (DTNB)
com os grupamentos SH total (tiol reduzido) de proteinas e outros compostos tidlicos
como GSH. O desenvolvimento de cor se d4 pela reacdo dos grupos tidis com
DTNB, e consequentemente liberacdo de TNB, a qual pode ser medida
fotometricamente em 412 nm (e = 13.600 M*cm™). Um segundo branco na presenca
de DTNB foi realizado para descontar sua absorbancia basal. Os resultados
expressos em pmol SH.mg™ proteina (ELLMAN,1959; WENDEL, 1981).
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A atividade das enzimas antioxidantes foram realizadas em sangue, figado e
cortex frontal. A atividade enzimética foi normatizada pela quantidade de proteina
total. A quantificacdo de proteinas totais foi determinada pelo método Lowry et al.,
(1951) usando-se albumina de soro bovino como padrao.

a) Superoxido dismutase (SOD): a atividade foi avaliada por meio da inibicdo da
autoxidacao da adrenalina pela SOD. Os resultados sdo expressos em unidades
SOD.mg™* de proteina (MISRA e FRIDOVICH, 1972).

b) Catalase: se baseia na quantificacdo da velocidade de decomposicéo do peroxido
de hidrogénio (H»0,) pela enzima, mediante o decréscimo da densidade otica a
230nm. O consumo de H,O, pode ser utilizado como medida da atividade da
catalase, uma vez que a taxa de decomposi¢cao do H,O, é diretamente proporcional
a atividade da enzima. A quantificacdo da catalase é expressa em unidades catalase
mg™ de proteina (AEBI, 1984).

c) Glutationa S-Transferase (GST): A conjugacdo de GSH com o substrato
clorodinitrobenzeno (CDNB) catalisada pela GST produz um composto que pode ser
detectado em 340nm (¢ = 9.600 M*cm™). A atividade enzimatica é proporcional a
velocidade de producdo do composto conjugado (HABIG et al., 1974). Desta
atividade € descontada a reacdo basal obtida pela leitura da reacdo entre a GSH do
ensaio e 0 CDNB, sem a presenca da amostra. O ensaio enzimatico de 5 minutos foi
realizado em tampao fosfato de potassio (KPi) 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0
contendo 1 mM GSH. Como substrato iniciador foi utilizado 1 mM de CDNB. A
absorbéancia basal foi descontada a partir da leitura da reagdo do ensaio na auséncia
da amostra (TREVISAN, 2008). Os resultados foram expressos em unidades de

GST. mg* de proteina.

3.2.4.4 Medidas antropométricas

ApoOs a eutandsia e antes da abertura da cavidade toracica dos animais, foi
realizada a medida de comprimento entre 0os membros toracicos e a medida da
circunferéncia do abdémen de cada animal, com o auxilio de fita métrica. As

medidas foram expressas em centimetros.
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3.2.4.5 Determinagéo dos pesos dos 6rgaos retirados

ApoOs a retirada do coracdo, rim e figado, estes foram lavados em soro

fisiol6gico, enxutos em papel filtro e pesados.

3.2.4.6 Determinagéo de lipidios no figado

As determinacdes de lipideos totais nos figados foram realizadas, em
triplicata, de acordo com Bligh e Dyer (1959) com modificacfes descritas por Aradjo

(2009) e os resultados expressos em porcentagem.

3.2.4.7 Avaliacao da gordura corporal

A gordura corporal (mesentérica, renal e inguinal) foi pesada em balanca
analitica, capacidade de 200g e precisao de 0,01g, a fim de se estimar o conteudo
de gordura corporal presente nos animais. Os resultados foram expressos em
gramas (MOREIRA, 2010).

3.2.4.8 Avaliacéo das fezes

Durante os ultimos 20 dias do experimento, foram coletadas diariamente de
cada gaiola, as fezes dos animais. Estas foram homogeneizadas a fim de se obter
uma amostra Unica e determinou-se, em triplicata, volume, umidade, lipidios e
proteinas segundo Araujo (2009), Silva (2009) e Moreira (2010). O fator de

conversao protéico utilizado para todas as amostras foi de 6,25.

3.2.5 Avaliacgéo estatistica

Os dados, das andlises fisico-quimicas e biolégicas do experimento, foram
analisados quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-Wilkks e
homocedasticidade pelo teste de Hartley e, posteriormente, submetidos a analise de
variancia (p<0,05). Os dados dos efeitos tratamentos (Suco controle e Suco UV-C)
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e ao teste t (p<0,05), para

comparacao de médias. A comparagcdo com o controle na variadvel sobrevivéncia de
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leveduras foi realizada pelo teste de Dunnett (p<0,05). Os efeitos de ragédo (Racao
Controle e Racao Colesterol) foram avaliados pelo teste t (p<0,05), e os efeitos de
bebida por comparacdo de médias pelo teste de Duncan (p<0,05). A presenca de
correlagcdes entre as variaveis dependentes do estudo foi analisada através do

coeficiente de correlacdo de Pearson (Sas Institute, 2002).



4 Resultados

4.1 Resultados das determinacgdes fisico-quimicas
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Os valores médios das determinacdes fisico-quimicas obtidas para os sucos de

uva Bordd, da regidao de Pelotas-RS, produzidos com uvas tratadas com radiacao

UV-C, safra 2010, estdo relacionados na Tabela 2.

Tabela 2. Determinac®es fisico-quimicas dos sucos elaborados com uvas cv. Bordd,
da regido de Pelotas-RS, safra 2010, tratadas e nao tratadas com radiacdo UV-C

Tratamentos

Variaveis Suco Suco

Controle UVv-C

Acidez total (mg.100ml™*4c.tartarico) 0,77 a¥ 0,65 a
AcUcares totais (% de glicose) 11,39b 1195a
Solidos soluveis (°Brix a 20°C) 13,10 b 13,35 a

pH 3,05a 3,14 a

Densidade 1,03 a 0,92b
Extrato seco (%) 13,50 b 14,56 a
Umidade (%) 86,51a 85,40 b
Cor (angulo H°) 115,51a 103,31 b
Compostos fendlicos totais (mg &cido galico.100mlI™ suco) 410,00 b 436,61 a
Antocianinas totais (mg cianidina 3-glicosideo.100mL™ suco) 247,50 b 263,16 a
Capacidade antioxidante in vitro (uM TEAC.mL™ suco) 27,60 b 29,74 a
DPPH (%) 79,99 b 87,48 a

Y Médias seguidas pela mesma letra minGscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p<0,05) comparando os tratamentos.

As variaveis acidez total e pH ndo apresentaram diferenca significativa

(p<0,05) entre os sucos de uvas controle e tratamento UV-C (Tabela 2).

As variaveis densidade, umidade e cor apresentaram diferenga significativa

(p<0,05) entre os tratamentos, sendo que o tratamento controle obtendo valores

mais altos do que o tratamento UV-C (Tabela 2).
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As demais variaveis (agucares totais, solidos sollveis, extrato seco, compostos
fendlicos totais, antocianinas totais e capacidade antioxidante) apresentaram
maiores valores nos sucos de uvas tratadas com radiacdo UV-C. (Tabela 2).

A composicdo dos compostos fendlicos individuais, bem como as
concentragbes destes nos sucos de uvas controle e tratamento UV-C, estdo
representados na Tabela 3.

Tabela 3. Compostos fendlicos e antocianinas individuais (mg do composto.100g™
suco) dos sucos elaborados com uvas Bordd, da regido de Pelotas-RS, safra 2010,
tratadas e ndo tratadas com radiacdo UV-C

Variaveis Tratamento
Compostos fendlicos individuais Suco Suco
(mg do composto.100g™ suco) Controle UvVv-C
Catequina 36,21 aY 33,90 b
Epicatequina 42,31 a 39,35 b
p- Hidroxicinamico 14,54 a 17,52 a
Caempferol 0,23a 0,21 a
Quercetina 2,31b 11,23 a
Trans-resveratrol 0,00 b 0,36 a
Peonidina 35,68a 35,19 a
Malvidina 110,23 a 114,98 a
Delfinidina 98,56 b 112,42 a
Cianidina Nd nd

¥ Médias seguidas pela mesma letra minGscula na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05) comparando os tratamentos. nd ndo identificado.

Dos compostos fendlicos analisados nos sucos de uvas se pode observar que
nao houve diferenca significativa (p<0,05) entre o suco de uvas controle e suco UV-
C, em relacdo ao teor de p-hidroxicinamico, caempferol, peonidina e malvidina
(Tabela 3). Porém para os teores de catequina e epicatequina obteve-se diferenca
significativa entre o suco controle e suco UV-C, mas com reducdo nos valores,
encontrados para essas variaveis, no suco de uva elaborado com uvas tratadas com
UVv-C.

Em relacdo ao teor de quercetina, trans-resveratrol e delfinidina ente os sucos de
uvas controle e tratamento UV-C, houve diferenca significativa (p<0,05), com
incremento nos sucos de uva tratamento UV-C. Nao foi encontrada cianidina em
nenhum dos sucos (Tabela 3).

A capacidade antioxidante in vivo dos sucos foi mensurada através da
sobrevivéncia de células de leveduras S. cereviseae e esta apresentada na Tabela
4.
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Tabela 4. Sucos elaborados com uvas cv. Bordd, da regido de Pelotas-RS, safra
2010, tratadas e nao tratadas com radiacdo UV-C e seu efeito sobre a
sobrevivéncia de leveduras

Tratamentos Sobrevivéncia de leveduras (%)
Controle positivo (agua) 99,00
Controle negativo (H,0, 50mM) 42,67
Suco Controle + H,0, 50mM 54,67 b*
Suco UV-C + H,0, 50mM 72,33 a¥'*

¥ Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna ndo diferem entre si pelo teste t (p<0,05)
em funcédo do tratamento suco controle e suco UV-C. * significativo pelo teste de Dunnett (p<0,05) em
funcéo do controle negativo.

A atividade antioxidante in vivo pode-se observar que ambos 0S sucos
apresentaram diferenca estatistica significativa (p<0,05) em relacdo ao controle
positivo e negativo. Os sucos diferiram estatisticamente entre si, sendo que 0 suco
UV-C obteve uma maior atividade antioxidante frente as células de leveduras.

Verificou-se correlacdo positiva entre as determinacbes de atividade
antioxidante in vivo e in vitro (atividade medida através da reacdo de sequestro do
radical DPPH), teor de compostos fendlicos totais e antocianinas totais. Houve
correlacdo positiva entre a atividade antioxidante in vivo e delfinidina, quercitina,
resveratrol, solidos soluveis, acidez total e extrato seco e correlacdo negativa com a
catequina, epicatequina, cor, densidade e umidade, sendo que com as demais

determinac¢des nao houve correlagéo (Apéndice).

4.2 Resultados do ensaio biolégico

Em relacdo as medidas antropométricas verificou-se a interagdo entre os
tratamentos “bebida” e “racdo” sobre as variaveis peso da gordura corporal, medidas
toracicas e efeito individual para o tratamento bebida para as variaveis, peso do
coracdo, medida abdominal e coeficiente de eficiéncia alimentar. Também se
observou efeito individual da racdo sobre a gordura do figado, peso do figado, peso
do coracao, peso do rim e medida abdominal (Tabela 5, 6 e 7).
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Tabela 5. Medidas antropométricas (peso da gordura mesentérica e medidas
toracica) dos ratos Wistar, submetidos a dieta hipercolesterolémica, tratados com
sucos elaborados com uvas, cv.Bordd, irradiadas e néo irradiadas, safra 2010

Racao
Bebida Peso gordura corporal (g) Medida toracica (cm)
Controle Colesterol Controle Colesterol
Controle (dgua) 12,00 b* 14,76 a 13,00 b* 13,75 a
Suco controle 16,98 a"® 16,56 a 14,42 a™ 13,92 a
Suco UV-C 17,67 a* 15,80 a 13,37 b* 14,33 a

T Médias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05)
comparando as bebidas. * e "™ significativo e néo significativo, respectivamente, pelo teste t (p<0,05), em funcéo
de racdo

Nao se verificou efeito dos tratamentos avaliados neste estudo para as
variaveis peso inicial (ap6s 7 dias de adaptagéo) e final dos animais, ganho de peso
e racdo consumida durante todo o experimento, sendo suas medias 134,02g;
340,17g; 206,149 e 1022,05q, respectivamente (Apéndice).

Os animais que bebiam suco apresentaram maior indice de gordura corporal
do que os animais que recebiam agua, independente da racéo ingerida. Porém os
animais aos quais se administrava dieta (racdo com colesterol e suco UV-C)
apresentaram reducao de gordura corporal quando comparados com 0s animais que
ingeriam ragao controle e 0 mesmo suco.

Observou-se que os animais que recebiam dietas controle (suco controle e
racao controle) apresentaram menor medidas toracicas dos que recebiam agua e
suco UV-C, ndo encontrando diferenca estatistica nos animais que recebiam dieta
com colesterol e as bebidas administradas. Mas comparando os tratamentos suco
UV-C e controle (dgua), no tratamento racdo controle, com os animais que recebiam
racdo com colesterol, com as mesmas bebidas, pode-se verificar que o tratamento

racao colesterol obteve maior medida toracica (Tabela 5).

Tabela 6. Medidas antropométricas (peso do coragdo, medida abdominal e
coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA)) dos ratos Wistar, submetidos a dieta
hipercolesterolémica, tratados com sucos elaborados com uvas, cv.Bordo, irradiadas
e nao irradiadas, safra 2010

Bebida Peso g;ra‘?éo Medida abdominal (cm) CEA
Controle (Agua) 1,00b Y 18,70 b 0,191 b ¥
Suco controle 1,04 ab 19,00 ab 0,203 a
Suco UV-C 1,10 a 19,56 a 0,206 a

W' Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05).
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Analisando a tabela 6, observa-se que os animais que receberam sucos UV-
C, apresentaram diferenca significativa (p<0,05) em relacdo aos animais que
bebieram agua, quando se determinou o peso do coracdo, medida abdominal e
coeficiente de eficiéncia alimentar. Nao sendo detectado efeito do tratamento racéo
sobre as variaveis peso do coracdo, medida abdominal e coeficiente de eficiéncia
alimentar (CEA).

Tabela 7. Medidas antropométricas (peso da gordura do figado, peso do figado,
peso do coracdo, peso do rim e medida abdominal) dos ratos Wistar, submetidos a
dieta hipercolesterolémica, tratados com sucos elaborados com uvas cv. Bordd,
irradiadas e nao irradiadas, safra 2010

Racio Gordura Peso Peso coragdo  Peso Medida
figado (%)  figado (g) (9) rim(g)  abdominal (cm)
Controle 4,72 * 11,07* 1,10 * 2,41 * 18,83 *
Colesterol 5,21 11,87 1,02 2,51 19,53

* significativo pelo teste t (p<0,05).

Pode-se observar que o0s animais que receberam racdo controle
apresentaram diferenca significativa (p<0,05) quando comparados com 0s animais
que ingeriram a racdo com colesterol, independente da bebida consumida (Tabela
7). Com relacdo as variaveis gordura do figado, peso do figado, peso do rim e
medida abdominal, ndo se encontrou efeito do tratamento bebida sob essas
variaveis.

Nas Tabelas 8, 9 e 10 observa-se a concentracdo meédia da lipoproteina de
alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa densidade (LDL), glicemia colesterol
total, lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL) e triacilglicerideos no soro de
ratos Wistar, apos 66 dias de experimento.

Através da andlise estatistica verificou-se que ocorreu interacdo entre o0s
tratamentos bebida e racdo sobre as variaveis lipoproteina de alta densidade (HDL),
lipoproteina de baixa densidade (LDL) e glicemia, efeito individual de bebida para a
variavel colesterol total e VLDL e efeito individual da racao para a variavel colesterol
total e triglicerideos.
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Tabela 8. Valores médios para a lipoproteina de alta densidade total (HDL),
lipoproteina de baixa densidade (LDL) no soro e glicemia no sangue de ratos Wistar,
submetidos a dieta hipercolesterolémica, tratados com sucos elaborados com uvas
cv. Bordg, irradiadas e néo irradiadas, safra 2010

Racao
Bebida HDL (mg.dLY) LDL (mg.dL™) Glicemia (mg.dL™Y)
Controle Colesterol Controle Colesterol Controle Colesterol
Controle N
] 23,89 a™ 23,89a” 20,25 a* 38,25 a 108,75 a"™ 111,50 a
(agua)
Suco .
27,40a™ 25,26 a 14,84 b 17,66 b 92,25 a™ 103,75 a
controle
Suco 2 ns ns ns
UV-C 7,02 a 2519a 1491b 14,61 b 100,12 a 104,75 a

Y Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan
(p<0,05) comparando as bebidas. * e ™ significativo e n&o significativo, respectivamente, pelo teste t
(p<0,05), em funcdo de racdo. HDL (Lipoproteina de alta densidade); LDL (Lipoproteina de baixa
densidade).

Analisando os resultados das determinagcées de HDL pode-se notar que nao
houve diferenca significativa (p<0,05), entre os tratamentos bebidas e racdo. Mas na
determinacdo de LDL ocorreu diferenca estatistica (p<0,05) entre os tratamentos
bebidas, e entre o tratamento racéo (Tabela 8).

Com relagédo ao indice de glicose no sangue dos animais, verificou-se que
estes apresentaram valores médios préximos a 100mg.dL™. Os animais tratados
com sucos de uva apresentaram niveis de glicose semelhantes, ou seja, néo
diferiram estatisticamente (p<0,05) dos animais controle, independente da racgéo

consumida por estes animais.

Tabela 9. Valores médios de colesterol total e da lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL) no soro de ratos Wistar, submetidos a dieta hipercolesterolémica,
tratados com sucos elaborados com uvas cv.Bordd, irradiadas e nao irradiadas,
safra 2010

Bebida Colesterol total (mg.dL™) VLDL (mg.dL™)
Controle (dgua) 64.08 b 3583 a
Suco controle 70,20 b 26,22 b
Suco UV-C 87,24 a 37,89 a

Y Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan
(p=<0,05). VLDL (Lipoproteina de muito baixa densidade).
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Analisando a Tabela 9 pode-se verificar que 0s grupos de animais que
recebiam o suco de uva UV-C apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) na
determinacdo de colesterol total, mas em relacdo a lipoproteina de muito baixa
densidade (VLDL) esse grupo apresentou diferenca estatistica dos animais do grupo
suco controle e ndo se mostrou diferente do grupo controle (agua).

Os animais do grupo suco UV-C obtiveram niveis de colesterol total mais

elevado do que os do grupo controle (agua).

Tabela 10. Valores médios de colesterol total e triglicerideos no soro de ratos Wistar,
submetidos a dieta hipercolesterolémica, tratados com sucos elaborados com uvas
cv. Bordd, irradiadas e nao irradiadas, safra 2010

Racao Colesterol total (mg.dL™) Triglicerideos (mg.dL™)
Controle 71,41* 173,33 *
Colesterol 82,98 216,11

* e " significativo e n&o significativo, respectivamente, na mesma coluna, pelo teste t (p<0,05).

Os valores médios de colesterol total e triglicerideos apresentados na Tabela
10 indicam que os animais tratados com racao colesterol apresentaram niveis de
colesterol total e de triglicerideos mais elevados quando comparados com o0s
animais que se alimentaram com a racgao controle.

Os valores médios das determinacdes bioquimicas do cortex frontal de ratos
Wistar submetidos a dietas hipercolesterolémica estdo dispostos nas tabelas 11, 12
e 13). Observou-se através da andlise estatistica que ocorreu interacdo entre o
efeito tratamento bebida e tratamento racdo para as varidveis reacdo ao acido
tiobarbiturico (TBARS) e Tiol reduzido (SH), e efeito individual de bebida para as
determinacdes de catalase, potencial antioxidante ndo enzimatico (TRAP) e
superoxido dismutase (SOD), e efeito individual de racdo para as determinacdes de
potencial antioxidante ndo enzimatico (TRAP) e superdxido dismutase (SOD). Para a
determinacao de glutationa S-transferase (GST) néo ocorreu efeito significativo para

nenhum dos tratamentos (Apéndice).
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Tabela 11. Respostas dos niveis bioquimicos (TBARS e SH total) do cortex frontal
de ratos Wistar submetidos a dieta hipercolesterolémica, tratados com sucos
elaborados com uvas cv. Bordd, irradiadas e nédo irradiadas, safra 2010

Racéao
. TBARS SH total
Bebida (nmol DMA.mg™ proteina) (umol SH.mg™ proteina)
Controle Colesterol Controle Colesterol
Controle (4gua) 0,53 a™ 0,6la? 90,73 a* 79,12 a
Suco controle 0,43 a™ 0,56 a 88,87 a* 79,15 a
Suco UV-C 0,48 a™ 0,58 a 88,68 a* 68,94 b

Y Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan
(p<0,05) comparando as bebidas. * e ™ significativo e ndo significativo, respectivamente, pelo teste t
(p<0,05), em funcdo de ragdo. TBARS (Espécie Reativa ao Acido Tiobarbitarico); SH total (Tiol
reduzido).

Analisando a tabela 11 observa-se que ndo houve diferenga significativa
(p<0,05), entre os tratamentos bebida e ragdo para as determinacbes de TBARS e
SH total, com excecao da determinacéo de SH total no tratamento racao colesterol.

O grupo hipercolesterolémico apresentou atividade nao enzimatica (SH total)

significativamente (p<0,05) inferior ao grupo controle (Tabela 11).

Tabela 12. Respostas dos niveis bioquimicos (TRAP, catalase e SOD) do cortex
frontal de ratos Wistar submetidos a dieta hipercolesterolémica, tratados com sucos
elaborados com uvas cv. Bordd, irradiadas e néo irradiadas, safra 2010

_ TRAP - Catalase _ Slol
Bebida (%) (unidades catalase.mg™ de (unidades SOD.mg™* de
proteina) proteina)
Controle (4gua) 37,89 b 0,52 b¥ 49,34 b
Suco controle 41,00 ab 0,56 ab 61,23 a
Suco UV-C 45,94 a 0,66 a 65,75 a

Y Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan
(p<0,05) comparando as bebidas. TRAP (Potencial Antioxidante ndo Enzimatico); SOD (Superdxido
Dismutase)

Com relacdo a capacidade antioxidante total (TRAP) e atividade das enzimas
catalase e superoxido dismutase, medida no cortex frontal de ratos Wistar, observa-
se que o tratamento suco UV-C apresentou valor significativamente (p<0,05) superior

ao tratamento controle (Agua), mas nao diferiu do grupo suco controle (Tabela 12).
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Tabela 13. Respostas dos niveis bioquimicos (TRAP e SOD) do cortex frontal de
ratos Wistar submetidos a dieta hipercolesterolémica, tratados com sucos
elaborados com uvas cv. Bordd, irradiadas e néo irradiadas, safra 2010

x TRAP SOD
Ragao (%) (unidades SOD.mg'l de proteina)
Controle 37,75 * 57,73™
Colesterol 45,40 63,31

* e ™ significativo e n&o significativo, respectivamente, pelo teste t (p<0,05), em funcdo de ragio.
TRAP (Potencial Antioxidante ndo Enzimatico); SOD (Superéxido Dismutase)

Neste estudo, o grupo de animais que recebia dieta (racdo colesterol)
apresentou diferenca significativa (p<0,05) do grupo de animais que recebia racéo
controle, quando se determinou o0 potencial antioxidante ndo enzimatico (TRAP).
Fato este que concorda com a teoria do estresse oxidativo, ou seja, aumenta a
atividade antioxidante do organismo quando este ingere dietas ricas em
hipercolesterolémica (Tabela 13).

Em relacdo a atividade enzimatica da superoxido dismutase ndo se observou
diferenca significativa (p<0,05) quando se comparou as ragdes administradas aos
animais (Tabela 13).

Através da analise estatistica observou-se, no figado dos animais, interacao
do efeito bebida entre racdo para as variaveis TBARS, SH total, TRAP e GST. Mas
ocorreu efeito individual de bebida para a atividade enzimatica da catalase e para a
atividade da superdéxido dismutase ndo se observou diferenca significativa a p<0,05.
Para a atividade da SOD n&o ocorreu efeito significativo para nenhum dos

tratamentos (Tabelal4 e 15) (Apéndice).

Tabela 14. Respostas dos niveis bioquimicos (TBARS, SH total, TRAP e GST) do
figado de ratos Wistar submetidos a dieta hipercolesterolémica, tratados com sucos
elaborados com uvas cv. Bordd, irradiadas e ndo irradiadas, safra 2010

TBARS SH total
Bebida (nmol DMA.mg™ proteina) (umol SH.mg™ proteina)
Controle Colesterol Controle Colesterol
Controle (4gua) 0,17 a* 0,13 c¥ 182,13 a™ 186,65 a
Suco controle 0,14 a* 0,21 a 145,98 a"* 141,51 b
Suco UV-C 0,17 a™ 0,16 b 111,63 b* 133,73 ¢
Bebida TRAP (%) GST (unidades de GST.mg*proteina)
controle colesterol controle colesterol
Controle (dgua) 67,26 b™ 64,92 b 247,39 a"™ 268,95 a
Suco controle 68,90 ab™ 75,00 a 205,75 b™ 217,29 b
Suco UV-C 73,49 a™ 70,68 ab 202,05 b™ 202,74 b

¥ Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan
(p<0,05) comparando as bebidas. * e ™ significativo e n&o significativo, respectivamente, pelo teste t
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(p<0,05), em funcdo de racdo. TBARS (Espécie Reativa ao Acido Tiobarbitirico); TRAP (Potencial
Antioxidante ndo Enzimatico); SH total (Tiol reduzido); GST (Glutationa S- transferase)

N&o se observou diferenca significativa entre os tratamentos bebidas na racéao
controle quando se determinou TBARS, sendo o contrario para o tratamento racéo
colesterol, sendo que os animais alimentados com ragdao com colesterol
demonstraram um aumento nos niveis de TBARS, principalmente quando estes
ingeriam sucos (Tabela 14).

Analisando a tabela 14 observou-se, no tratamento bebida, que houve
diferenca sinificativa no tratamento racdo colesterol, para a deterninacdo do
potencial antioxidante total (TRAP) (Tabela 14).

Com relacéo as determinacdes de SH total e GST, verificou-se uma reducao
significativa nos niveis dessas determinacdes nos figados dos animais quando estes
ingeriram 0s sucos de uvas. Mas entre 0os sucos s6 houve diferenca significativa
quando se determinou SH total nos figados dos ratos que recebiam ragcdo com

colesterol (Tabela 14).

Tabela 15. Respostas dos niveis bioquimicos (catalase) do figado de ratos Wistar
submetidos a dieta hipercolesterolémica, tratados com sucos elaborados com uvas
cv. Bordd, irradiadas e nao irradiadas, safra 2010

. Catalase
Bebida (unidades catalase.mg*proteina)

antrole 9522 b ¥
(agua)
Suco controle 107,91 a
Suco UV-C 107,77 a

Y Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan
(p=0,05) comparando as bebidas.

Verificou-se que nos figados dos animais que bebiam sucos ocorreu um
aumento nos niveis da atividade da catalase, quando comparados com o controle
(dgua) (Tabela 15). Mas entre os grupos suco controle e suco UV-C nao houve
diferenca estatistica (p<0,05).

Dentre as respostas bioquimicas realizadas no plasma dos animais
analisados neste estudo, verificou-se o efeito da interacdo entre o tratamento bebida
e o tratamento racao para as variaveis TBARS, TRAP e SH total. Para a atividade
enzimatica da catalase, SOD e GST nao ocorreu efeito significativo para nenhum

dos tratamentos (Tabela 16) (Apéndice).
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Tabela 16. Respostas dos niveis bioquimicos (TBARS, TRAP e SH total) do plasma
de ratos Wistar submetidos a dieta hipercolesterolémica, tratados com sucos
elaborados com uvas cv. Bordd, irradiadas e néo irradiadas, safra 2010

Racéao
_ TBARS TRAP SH total

Bebida

(nmol DMA.mg™ proteina) (%) (umol SH.mg™ proteina)

Controle  Colesterol Controle  Colesterol Controle Colesterol
Controle h06 a™ 0,006 a¥ 36,84 a™ 3387a 4,57a" 5,08 a
(dgua)
Suco 0,005 a™ 0,007 a 40,42a™ 34,18a 4,08a" 3,44 ¢
controle
U 0007a™ 0007a  4097a® 37.86a  44la®  420b

Y Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan
(p<0,05) comparando as bebidas. * e ™ significativo e n&o significativo, respectivamente, pelo teste t

(p<0,05), em funcdo de racdo. TBARS (Espécie Reativa ao Acido Tiobarbitirico); TRAP (Potencial
Antioxidante ndo Enzimatico); SH total (Tiol reduzido).

Dentre as respostas bioquimicas encontradas na tabela 16, pode-se verificar
gue nao houve diferenca significativa (p<0,05) nas determina¢des de TBARS, TRAP
e SH total no plasma dos animais, tratados com sucos e dietas (ragao controle e
racado colesterol), quando comparados com o0 controle (agua), com excecao da
determinacao de SH total para o grupo racéo colesterol (Tabelal6).

No sangue dos animais deste estudo observou-se a interacdo do efeito do
tratamento bebida com o tratamento racdo para as variaveis TBARS e efeito
individual para a atividade da catalase e SOD, sendo que para as demais
determinacdes TRAP, SH total e GST nao houve efeito para nenhum tratamento
(Tabela 17 e 18) (Apéndice).

Tabela 17. Respostas dos niveis bioquimicos (TBARS) do sangue de ratos Wistar
submetidos a dieta hipercolesterolémica, tratados com sucos elaborados com uvas
cv. Bordg, irradiadas e néo irradiadas, safra 2010

Racéao
Bebida TBARS
(nmol DMA.mg ‘proteina)
Controle Colesterol
Controle (4gua) 0,023 a"™ 0,021 b ¥
Suco controle 0,019 a* 0,039 ab
Suco UV-C 0,046 a™ 0,048 a

¥ Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan
(p<0,05) comparando as bebidas. * e ™ significativo e ndo significativo, respectivamente, pelo teste t
(p<0,05), em fungéo de racdo. TBARS (Espécie Reativa ao Acido Tiobarbitdrico).
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Observou-se diferenca significativa (p<0,05) entre os tratamentos bebida no
tratamento racéo controle para a determinagdo de TBARS. No tratamento colesterol
ocorreu diferenca entre o suco UV-C e o controle (agua), mas ndo houve diferencas

entre 0s sucos para a mesma determinacao (Tabela 17).

Tabela 18. Respostas dos niveis bioquimicos (Catalase e SOD) do sangue de ratos
Wistar submetidos & dieta hipercolesterolémica, tratados com sucos elaborados com
uvas cv. Bord®d, irradiadas e ndo irradiadas, safra 2010

: Catalase SOD
Bebidas (unidades catalase.mg'lproteina) (unidades SOD.mg'lprotel’na)
Controle (4gua) 22,20 b ¥ 15,32a
Suco controle 26,83 a 14,91b
Suco UV-C 27,24 a 17,75b

Y Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan
(p<0,05) comparando as bebidas. SOD (Superéxido Dismutase)

hY

J& em relagdo a atividade das enzimas catalase e superdxido dismutase
verificou-se que suas atividades aumentaram quando se administrou suco UV-C aos
animais (Tabela 18).

Analisando as fezes dos animais, as quais foram coletadas durante os ultimos
20 dias do experimento, quanto ao contetudo de proteina, volume, peso, umidade e
gordura, pode-se verificar através da analise estatistica que houve interagdo entre 0s
tratamentos bebidas e racdo somente para as variaveis peso e umidade e efeito
individual para a variavel gordura, sendo que para o volume e proteina ndo se

verificou efeito em nenhum dos tratamentos (Tabela 19 e 20).

Tabela 19. Analise fisico-quimica nas fezes dos ratos Wistar, submetidos a dieta
hipercolesterolémica, tratados com sucos elaborados com uvas cv. Bordd, irradiadas
e nao irradiadas, safra 2010

Racéo
Bebida Peso das fezes (g) Umidade das fezes (%)
Controle Colesterol Controle Colesterol
Controle (4gua) 34,353"™ 3501b ¥ 20,80a"™ 20,20 a
Suco controle 39,17a™ 39,63 ab 16,35b™ 16,25 b
Suco UV-C 40,22a" 41,00 a 14,20b™ 13,00 c

Y Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan
(p<0,05) comparando as bebidas. * e ™ significativo e n&o significativo, respectivamente, pelo teste t
(p<0,05), em funcéo de racéo.
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Na tabela 19 ndo se observa diferenca significativa entre os tratamentos
bebidas e racdo controle, porém o contrario foi verificado para o tratamento racédo
colesterol para a variavel peso das fezes dos animais (Tabela 19).

Com relacdo a umidade das fezes, pode-se constatar que houve diferenca
entre os tratamentos bebidas independente da ragcdo administrada (19).

Porém néo se verificou diferenga entre os tratamentos racdo, para nenhuma

das variaveis analisadas (Tabela 19)

Tabela 20. Analise fisico-quimica nas fezes dos ratos Wistar, submetidos a dieta
hipercolesterolémica, tratados com sucos elaborados com uvas cv.Bordd, irradiadas
e nao irradiadas, safra 2010

Bebida Gordura das fezes (% lipideos totais)
Controle (4gua) 484 a¥
Suco controle 4,66 ab
Suco UV-C 444 b

Y Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna néo diferem entre si pelo teste de Duncan
(p=0,05) comparando as bebidas.

Com relagdo ao teor de lipidios totais das fezes pode observar-se que o grupo
suco UV-C diferiu do grupo controle (dgua), mas néo diferiu do grupo suco controle e
este por sua vez nao diferiu do grupo controle (agua) (Tabela 20). Observando a
Tabela 20 verifica-se que o0 grupo suco UV-C apresentou menor quantidade de

gordura no figado do que os demais grupos.
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5 Discussao dos resultados

5.1 Respostas das determinacgdes fisico-quimicos

O aumento na concentracao de soélidos sollveis e agucares totais no suco de uva
elaborado com uvas tratadas com radiacdo UV-C, indica que o tratamento UV-C
acelerou o metabolismo celular do vegetal. Pode-se inferir que possivelmente a
aplicacdo da radiacdo UV-C estimule a hidrdlise de pectinas, com consequente
aumento de derivados de galactose. Sautter (2003) em sua pesquisa com uvas dos
cultivares Isabel e Seibel 10.096, tratadas com baixa e alta radiacao, observou que o
teor de solidos soluveis encontrado nos sucos tratados foi menor do que o0 suco
controle, esse fato pode ter ocorrido devido ao consumo de acuUcares para a
biossintese de outros compostos, tais como o resveratrol. Segundo o0 mesmo autor
esta hipétese foi reforcada pelo pouco teor de acucares totais encontrado nos sucos
com baixa radiacdo, mas contraposta pelos elevados valores nos sucos com alta
radiagao.

Os sucos elaborados com uvas tratadas com radiacdo UV-C apresentaram
valores médios de compostos fendlicos totais, teor de antocianinas totais e atividade
antioxidante in vitro (DPPH) maiores dos que 0s sucos controle. Ao contrario desse
estudo, Erkan et al. (2008) citam que a radiacdo UV-C teve pouco efeito sobre as
antocianinas em morangos, mas em cereja, maca e uva a radiacdo UV-C promoveu
a sintese das antocianinas. Rocha e Guerra (2008) citam que a luz UV estimula a
biossintese de flavondis e também possui efeito sobre na formacdo de flavondides,
inclusive de antocianinas.

Alothman, Bhat e Karim (2009), explicam que a radiacdo UV-C pode induzir o
acumulo de compostos fendlicos em plantas como mecanismo de defesa contra o
excesso de luminosidade. Este acumulo de polifenéis produz um estresse abibtico
nos tecidos da planta e afeta o metabolismo fendlico em diferentes vias, tanto na
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sintese de resveratrol como na sintese de chalcona e seus derivados, sendo eles
flavonoides, antocianinas e compostos aromaticos (BERTAGNOLLI et al., 2007;
GUERRERO et al., 2010). O aumento de compostos fenodlicos pela radiacdo de
vegetais também pode ser atribuido a atividade da fenilalanina aménia-liase, que é
uma das enzimas-chave na sintese de compostos fendlicos em tecidos vegetais, e
também a despolimerizacdo e dissolucdo dos polissacarideos da parede celular, 0
que facilita a maior extracéo dos polifendis (ALOTHMAN, BHAT e KARIM, 2009).

Os compostos fenodlicos presentes nas uvas sdo os flavanois (catequina,
epicatequina e epigalocatequina), flavondis (caempferol, quercitina e mirecitina) e
antocianinas (cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina), acidos
fendlicos, hidroxicinamicos e o estilbenos (resveratrol) (Abe et al., 2007). Neste
estudo detectou-se catequina, epicatequina, quercitina, malvidina, peonidina, acido
hidroxicinamico e resveratol, mas nao foi detectada a presenca de cianidina.

No que se refere aos flavonéides encontrados, a malvidina (110mg.100g™) e
delfinidina (98mg.100g™) seguidos por epicatequina (42mg.100g'1) e catequina
(36mg.100g™) foram os compostos que se apresentaram em maior quantidade nas
amostras de sucos de uva Bordd. Abe et al. (2007) em seus estudos com diferentes
cultivares de uvas encontraram para porta-enxertos da cultivar Bordd catequina,
epicatequina, quercitina, acidos hidroxicinamicos e resveratrol também nédo foi
detectado e ndo foi comentada a presenca ou ndo de miricetina.

Gold et al. (1986 apud Malacrida e Motta 2006) verificaram a presenca de 31
antocianinas diferentes em uvas da espécie Vitis labrusca (cultivar Concord). Em
sucos coreanos foram encontradas 16 antocianinas, sendo mais preponderantes
peonidina, malvidina, delfinidina e cianidina, em propor¢cdes muito diferentes (OH et
al., 2008). Em outro estudo com sucos de uva Bordd, elaborados com uvas
organicas e uvas produzidas no modelo convencional, em escala comercial e piloto,
foram encontrados cianidina, delfinidina; peonidina e malvidina, sem referéncia a
presenca ou ndo das demais antocianinas (DANI et al., 2007). Esses dados revelam
a diversidade da composi¢do quimicas para a mesma cultivar, podendo em locais
distintos possuir sintese de producdo diferenciada. Porém na média geral para a
cultivar Bordd, ha a propor¢cdo de 5:4:1 para malvidina: delfinidina: peonidina, ndo
sendo detectado a cianidina (ABE et al., 2007).

Diferencas nos perfis do compostos fendlicos presentes nas uvas e sucos pode

ocorrer, pois estes dependem de fatores genéticos, grau de maturacdo da uva,
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condicdes climéticas, caracteristicas fisico-quimicas do solo e manejo pés colheita
(CANTOS et al.,, 2007). Estes compostos ndo dependem necessariamente da
espécie, sendo mais variavel de acordo com a cultivar, visto que alguns casos 0s
compostos como 0 resveratrol e outros podem ou ndo estar presentes, tanto em
cultivares de Vitis vinifera quanto de Vitis labrusca (ABE et al., 2007).

Os sucos elaborados com uvas tratadas com radiacdo UV-C mostraram ser
eficazes na protecdo aos danos gerados pelo agente estressor peréxido de
hidrogénio, tendo em vista que aumentaram os valores de sobrevivéncias das
células de leveduras tratadas com o agente estressor. A utilizacdo de células de
leveduras para avaliar a capacidade antioxiante de extratos (de residuos da
vinificacdo, amora e aracd) frente ao agente estressor peroxido de hidrogénio foi
testada por Scola et al., (2010); Azevedo (2011) e Medina (2011), os quais obtiveram
resultados que demonstraram a capacidade destes extratos em proteger as células
de leveduras.

Os sucos elaborados com uvas tratadas com radiacdo UV-C possuem potencial
antioxidante, o qual foi demonstrado através dos testes in vivo e in vitro, ou seja,
através do aumento da sobrevivéncia das células de leveduras Saccharomyces e
pelo aumento na concentragdo do sequestro dos radicais livres (DPPH). Outro fato
que também corrobora com esta afirmativa é a correlacdo positiva existente entre a
sobrevivéncia das leveduras com a capacidade antioxidante (DPPH), compostos
fendlicos totais e antocianinas (Apéndice). A capacidade antioxidante dos compostos
fendlicos traduzida na habilidade desses compostos em sequestrar superoxidos esta
diretamente relacionada a sua estrutura, sendo atribuida ao grupo hidroxil da
posicdo 4 do anel B dos flavonoides (WILMSEN, 2005; MEDINA,2009). Geralmente
os flavondides séo capazes de doar hidrogénio para os radicais livres, estabilizando
e impedindo o estresse oxidativo, o qual é capaz de gerar danos tissulares ou morte
celular, além de complexarem-se com metais como o Fe** e Cu®, evitando ou
diminuindo a geracao de radicais hidroxilas (SOARES et al., 2005; MEDINA, 2009).
Pode-se inferir que a maior capacidade antioxidante dos sucos esta relacionada com

a presenca de compostos fendlicos, tais como quercitina, delfinidina e resveratrol.
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5.2 Respostas das determinacgdes bioldgicas

Segundo Assis (2009) dietas hiperlipidicas promovem um desequilibrio no
metabolismo basal dos animais, e com consequente aumento no ganho de peso
corporal e maior acumulo de tecido adiposo, bem como resisténcia a insulina, entre
outros sintomas. Porém Silva (2009), constatou que quanto maior o valor energético
da dieta, ou seja, mais caldrica ela for, menor sera a ingestao de ragao por parte dos
animais. Este autor concluiu que a quantidade de energia, proveniente da racdo, € o
principal regulador do apetite. Neste estudo com suco de uva produzido com uvas
radiadas com UV-C observou-se que 0s animais que ingeriram essa dieta nao
apresentaram maior ganho de peso, consumiram praticamente a mesma quantidade
de racdo que os demais grupos, porém com maior acumulo de gordura corporal e
maior incremento das medidas toracicas (Tabela 5). Pode-se inferir que as dietas
administradas (bebidas e racdo ) ou o periodo de realizacdo do experimento néo
foram suficientes para promover uma dieta hipercaldrica, embora tenha ocorrido
aumento de gordura corporal no tratamento racéo controle. Segundo Assis (2009), o
que ira predizer um caso de obesidade ou de riscos de desenvolver algum tipo de
desequilibrio no metabolismo basal (patologia) € a quantidade de gordura intra-
abdominal ou visceral.

Neste estudo, atraveés da analise estatistica, ndo se verificou efeito da bebida
sobre as variaveis gordura e peso do figado, peso do coracao, peso do rim e medida
abdominal. Mas encontrou-se efeito do tratamento racdo sobre essas variaveis,
sendo o tratamento racéo colesterol o que obteve maiores médias, o que demonstra
que o periodo de experimentacdo pode ter sido insuficiente para aumentar o ganho
de peso, mas constatou-se que ocorreram algumas modificacbes no metabolismo
basal dos animais. Machado (2007) salientou que o aumento de peso do figado nos
animais hipercolesterolémicos da-se em fungcdo da deposicdo de colesterol que
ocorre no Orgao. Araudjo (2009) também observou que os animais que recebiam
dietas hipercolesterolémica, independente das demais caracteristicas, apresentaram
médias de peso do figado superiores aos grupos que ndo receberam racao
acrescida de colesterol.

Com relacéo ao coeficiente de eficiéncia alimentar (CEA), resultado da razéo
entre o ganho de peso total e o consumo total de racdo durante todo experimento

(66 dias), foi maior para o grupo que ingeriu suco de uva UV-C, indicando melhor
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conversdo do alimento ingerido, fato que também complementa a hip6tese de
modificagcdes no metabolismo basal (Tabela 6).

A hiperlipidemia caracteriza-se por uma série de disturbios ocasionados pelo
excesso de moléculas lipofilicas, dentre estas o colesterol, triacilglicerideos e
lipoproteinas do plasma sanguineo, como HDL (lipoproteina de alta densidade), LDL
(lipoproteina de baixa densidade) e VLDL (lipoproteina de densidade muito baixa),
sendo um importante fator de risco no desenvolvimento de doencas cardiacas e de
aterosclerose (MOREIRA, 2010).

Neste estudo, observou-se que o nivel de HDL encontrado no soro dos ratos
apresentou-se semelhante independente dos tratamentos. Porém para o grupo suco
UV-C observou-se uma reducdo nos niveis de LDL e aumento nos nives de
colesterol total (Tabela 8 e 9). Bertola et al., (2012) concluiram em suas pesquisas
gue o consumo elevado de carboidratos simples (frutose, glicose, sacarose entre
outros) pode alterar o pefil lipidémico de ratos Wistar submetidos a dieta
hiperlipidica, ou seja, pode elevar os niveis de colesterol. Fato este que pode ter
contribuido para o aumento nos niveis de colesterol dos animais que receberam o
tratamento suco UV-C, visto que este foi 0 suco que apresentou maiores
concentragdes de solidos sollveis e agUcares totais.

Observou-se que o0s niveis de colesterol total e triglicerideo, no soro dos
animais que ingeriam a racao hiperlipidica, foram maiores do que dos animais que
ingeriam a racdo comum, demonstrando um efeito hiperlipemiante, sendo, portanto,
considerada uma dieta adequada para ser utilizada no experimento. Resultados
semelhantes foram encontrados por Ishimoto (2008), o qual utilizou em seu
experimento dieta hiperlipidica com 11% de gordura de coco e 0,1% de colesterol,
enquanto que Araugjo (2009) utilizou uma dieta com 0,2% de colesterol. Portanto,
pode-se inferir que a concentracdo de colesterol (0,2%) utilizada produziu um efeito
hiperlipemiante nos grupos de animais que ingeriram racao colesterol, mas a dose
diaria de suco UV-C ingerida pelos animais, aliadada ao periodo de experimentacao,
nao foi suficiente para aumentar os niveis de HDL e reduzir os niveis de colesterol
total e VLDL dos mesmos. Mas em outro estudo com suco de uva administrado em
idosos foi verificado que a ingestdo, do mesmo, ndo reduziu os niveis de colesterol
sanguineo, HDL, LDL e triglicerideos (DAL BOSCO, 2006). Ishimoto (2008) observou

em sua pesquisa, com subprodutos de uvas administrados em hamters, reducéao dos
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niveis de colesterol plasmético, aumento de HDL, reducdo de LDL e acentuada
reducdo dos niveis de triglicerideos.

Segundo Giehl et al. (2007), o suco de uva mostrou eficacia em alguns
estudos, diminuindo o desenvolvimento da placa lipidica, porém em outros estudos
houve controvérsias. Chan et. al. (1999, apud Ishimoto (2008), investigaram o efeito
das epicatequinas no perfil lipidico de hamsters e concluiram que estas substancias
reduziram os niveis de triglicerideos plasmaticos.

Souza et al., (2012) analisaram os niveis de colesterol e triglicerideos em
ratas Wistar ap0s a ingesta de racdo acrescida de polpa de jamboldo (Eugenia
jambolona), rico em compostos fendlicos, e constataram que o acréscimo de polpa
(10% e 15%) e semente de jamboldo (10%) na racdo nédo interferiu no nivel de
colesterol plasmatico, entretanto os resultados encontrados para triglicerideos
sugerem possivel efeito redutor, pois todos os tratamentos tiveram seus valores
diminuidos quando comparados com padrao.

A presenca de compostos fendlicos vém sendo relacionada com a reducao
dos niveis de colesterol, colesterol fracdes e triglicerideos (GIEHL, et al., 2007).
Araujo (2009) relata que os flavondides possuem a capacidade de estimular a
atividade da lipase, promovendo uma reducao nos niveis de triacilglicerideos.

Segundo Martins (2010) os compostos fendlicos sao capazes de interagir com
os transportadores de colesterol presentes na borda em escova do intestino,
impedindo que uma parte dos lipidios da dieta seja absorvida, o que reduziria a
quantidade de colesterol nos quilomicrons remanescentes. A redugcédo do substrato
disponivel poderia assim diminuir a producdo e secrecdo da apolipoproteina
responsavel pelo transporte de colesterol até o figado, pois em condi¢cdes onde nao
ha substrato disponivel para a producéo de quilomicrons ela é degradada.

Martins (2010) sugeriu que os compostos fendlicos também podem agir no
figado inibindo a secrecdo da apolipoproteina, além de reduzir a atividade das
enzimas relacionadas a biossintese dos acidos graxos, triglicerideos e colesterol, ou
seja, inibindo a expressdo génica dessas enzimas.

De acordo com Jaekel (2009) fatores como concentracdo de substancias
bioativas no produto, quantidade de bebida administrada aos animais e duracao do
experimento podem explicar as diferencas observadas entre um estudo e outro.

O estresse oxidativo é caracterizado pelo aumento da producdo de

substancias oxidantes e/ou uma diminuicdo dos niveis de defesa antioxidante do
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organismo. Este € um processo que vem sendo relacionado a patogénese de
algumas condi¢des que afetam n&o so o sistema nervoso central (SNC) como Vvarios
orgaos do animal (Halliwell & Gutteridge, 2007, SILVA, et al., 2012).

As analises realizadas neste estudo demonstraram que o nivel de estresse
oxidativo, causados pela indugdo a hipercolesterolémica, ndo foi suficiente para
causar danos oxidativos no cortex cerebral e no plasma. Sendo o contrario
observado no figado e no sangue dos animais do grupo hipercolesterolémico, pois,
se verificou um aumento da peroxidacéo lipidica, medida através de TBARS.

As avaliacbes realizadas no figado e no sangue dos animais
hipercolesterolémicos mostraram que aqueles animais que consumiram sucos foram
0os menos afetados pelos processos peroxidativos, observado pela reducdo da
medida do TBARS, fato que vem a comprovar o potencial antioxidante do produto
em sistemas in vivo.

Dos 6rgdos analisados, o cortex cerebral foi o que apresentou maior reducao
da peroxidacao lipidica, pois este é altamente sensivel ao estresse oxidativo, pelo
alto consumo de oxigénio; do alto conteudo lipidico, principalmente de acidos graxos
polinsaturados, dos altos niveis de ferro e da baixa defesa antioxidante (Halliwell &
Gutteridge, 2007, SILVA, et al., 2012).

A reducdo da peroxidacgdo lipidica, através da medida de TBARS, tem sido
bastante utilizada para medir o potencial antioxidante dos compostos fendlicos. Em
outras pesquisas com uva, extratos de residuos da vinificacdo, suco de amora e
chalconas (1,3-diaril-2-propen-1-onas), também foram observados uma reducdo na
incidéncia da peroxidacgédo, ou seja, uma reducéo nas medidas de TBARS, indicando
que esses produtos possuem capacidade antioxidante (RHO e KIM, 2006; ARAUJO,
2009; SCOLA, et al.,, 2010; SILVA, et. al.,, 2011). Aragjo (2009) inferiu que a
capacidade antioxidante da uva e do suco de amora se deve a composi¢cao quimica
desses produtos, a qual é rica em compostos fendlicos e conseqlientemente ricos
em antioxidantes.

A capacidade antioxidante total (TRAP) também foi constatada para o suco
UV-C, visto que este aumentou o potencial antioxidante em relacdo ao controle em
todos os 6rgaos analisados, com excecdo do sangue. Com base nesses resultados
pode-se inferir que os componentes antioxidantes do suco UV-C foram absorvidos
pelo organismo dos animais e reduziram os danos ocasionados pela ingestao

hiperlipidica. Segundo Moura (2009), os compostos fendlicos presentes no vinho e
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no suco de uva demonstram acdo como antioxidante in vivo, pois reduzem a
peroxidacao lipidica e restauram a capacidade antioxidante em ratos adultos.

Através dos resultados pode-se perceber que o suco UV-C diminui os niveis
de tidis reduzidos evitando lesbes nas proteinas, causadas pelas espécies reativas
de oxigénio. Sendo que sua atividade foi maior no figado, cértex cerebral e no
plasma dos animais, respectivamente, ndo sendo identificada no sangue.

Em sistemas aerdbicos, é importante o equilibrio entre agentes Oxido-
redutores e o0 sistema de defesa antioxidante. Esses agentes sao gerados
endogenamente como conseqiéncia direta do metabolismo basal e também em
situacdes ndo fisioldgicas. Entdo, para se proteger, a célula possui um sistema de
defesa que pode atuar de duas formas. Uma delas atua como detoxificadora do
agente antes que ele cause leséo; esta linha é constituida por glutationa reduzida
(GSH), superdéxido-dismutase (SOD), catalase, glutationa-peroxidase (GSH-x). O
outro modo de defesa tem a funcdo de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida
pela glutationa-redutase (GSH-r), pela GSH-x, entre outros. (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; ISHIMOTO, 2008).

As defesas antioxidantes enzimaticas foram avaliadas em cortex cerebral,
figado, plasma e sangue de ratos Wistar. Neste estudo verificou-se que os grupos
“controles” apresentaram atividade enzimética inferior aos demais grupos, nas
enzimas analisadas. Estes dados dao suporte a hipotese de que dietas ricas em
colesterol e pobres em antioxidantes contribuem para um aumento da
lipoperoxidacdo, exarcebando as espécies reativas de oxigénio, consequentemente
inibindo a atividade das enzimas antioxidantes (ISHIMOTO, 2008).

Verificou-se que o consumo de suco resulta em aumento da atividade das
enzimas catalase, superoxido dismutase e glutationa S- transferase em cortex
cerebral, no figado, sangue e, sendo sua maior atividade demonstrada no figado.
Através dos resultados pode-se inferir que a administracdo do suco UV-C aos
animais contribuiu para reduzir os possiveis danos causados pelo estresse oxidativo,
provocado pela inducdo da hipercolesterolémia. Segundo Moura (2009), esses
efeitos podem ser descritos, em parte, pelas propriedades antioxidantes dos
compostos fendlicos presentes nos sucos de uva. Ishimoto (2008), em sua pesquisa
com extratos de residuos de vinhos, observou que ndo houve grandes diferencas na
atividade das enzimas catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase,

porém uma tendéncia ao aumento na atividade das mesmas. Este fato o levou o
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autor a inferir que a concentragdo dos compostos fendlicos antioxidantes presentes
nos extratos fossem 0s responsaveis por este aumento, tendo em vista que 0s
extratos com maior concentracdo em compostos fendlicos foram o0s que se
diferenciaram. Outros pesquisadores comprovaram o0 aumento da atividade
enzimatica em modelo animal (roedores), utilizando compostos antioxidantes da uva
ou de outros vegetais (MARTINELLO et al., 2006; ISHIMOTO, 2008).

Os grupos aos quais se administrou suco UV-C apresentaram maior peso,
menor umidade e menor teor de gordura em suas fezes quando comparadas ao
grupo controle. Esse comportamento mostrado pelo grupo suco UV-C ja era
esperado, porque esse grupo apresentou maior peso e maior quantidade de gordura
em seus figados. Silva (2009) sugere que este comportamento ocorre em funcao de
estar havendo maior conversdo de colesterol a acidos biliares no figado,
possivelmente por aumento da atividade da colesterol-7-a-hidroxilase, o que
reduziria o pool de gordura hepética e acarretaria em eliminacdo de uma menor
quantidade de gordura fecal (MACHADO, 2007).
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7 Consideracoes finais

Com base nos resultados obtidos e nas condicbes que foi realizado o
experimento, foi verificado que o tratamento UV-C nas uvas, Vitis labrusca cv. Bord®,
provoca um estresse abidtico nas frutas, afetando o metabolismo fendlico com
consequente aumento da concentracdo total desses compostos. A aplicacdo da
radiacdo UV-C na uva resulta em maiores teores de compostos fendlicos totais,
antocianinas totais e de resveratrol no suco. Como consequéncia ha maior potencial
antioxidante protegendo as células de Saccharomyces cerevisiae frente a um forte
agente oxidante, o peroxido de hidrogénio. Tal comportamento também ocorre nos
testes de oxi-reducéo usando o DPPH.

Ao se estudar as potenciais respostas biologicas frente ao consumo de suco de
uva, elaborados com uvas tratadas com radiacdo UV-C, constatou-se que o
consumo de suco pelos animais resultou em maior potencial antioxidante e maior
atividade enzimatica.

Entretanto os maiores teores de compostos fendlicos totais, antocianinas totais e
de resveratrol, resultado do tratamento com uvas UV-C, n&o refletiram em respostas
bioldgicas diferenciadas. Isso indica que o suco de uva, cv, Bord6, do tratamento
controle ja continha, em sua composi¢cdo moléculas antioxidantes capazes de ativar

0 sistema enzimatico antioxidante dos animais.
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Dados sem interagéo

Variaveis Média p
dependentes geral CV (%)
GST Cortex 56,22 8,3
Efeito bebida 0,2119
Efeito racao 0,1101
Interagao 0,6984
SOD Figado 80,28 13,3
Efeito bebida 0,5631
Efeito racao 0,2698
Interacdo 0,1765
GST Sangue 7,56 13
Efeito bebida 0,5447
Efeito racao 0,6216
Interacao 0,8822
Efeito racao 0,6369
Interagao 0,8981
Peso Inicial 134,02 9,9
Efeito bebida 0,9989
Efeito racao 0,8598
Interacdo 0,9832
Peso Final 340,17 8,7
Efeito bebida 0,3026
Efeito racao 0,3779
Interacdo 0,4926
Ganho de Peso 206,14 13,4
Efeito bebida 0,2521
Efeito racao 0,3926
Interagao 0,4023
Racao Consumida 1022,05 11,1
Efeito bebida 0,9244
Efeito racao 0,8417
Interagao 0,9000
Volume Fezes 43,75 8,1
Efeito bebida 0,1774
Efeito racao 0,4346
Interacao 0,3841
Proteina Fezes 22,29 6,0
Efeito bebida 0,3871
Efeito racao 0,7032
Interagao 0,6268
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Correlacéo dos dados das determinacdes fisico-quimicas

Correlations (Spreadsheetl)
Marked correlations are significant at p <,05000
N=6 (Casewise deletion of missing data)

Ativ.in | Cap. Cap. Fendis Antoc. Malvi | Delfi  Peoni ‘Cateq Epicateq Querci baempferohesveratro Ac. Sol.sol Acuc. Acidez pH | Cor | Dens.| Ext.seco Umidade

VIO anti.DPPHanti. | totais | totais H.cinamico totais | total
Variable trolox | | | | | | |
Ativ.in vivo 1,00 099 098 091 0,96 0,45 0,85 -0,05 -0,98 -0,98 1,0 -0,18 0,82 0,72 0,99 098 -0,67 065 -1,0 -1,00 0,95 -0,95
Cap. anti.DPPH 0,99 1,00 0,98 0,89 0,98 0,45 0,82 -0,05 -0,96 -0,97 1,0 -0,14 0,82 0,69 0,97 095 -0,74 062 -10 -0,99 0,95 -0,95
Cap. anti. trolox 0,98 098 1,00 092 0,95 0,51 0,83 0,03 -0,96 -0,97 1,0 -0,21 0,75 0,74 0,94 091 -0,67 0,69 -1,0 -0,97 0,93 -0,94
Fendis totais 091 089 092 100 082 077 076 038 -091 -0,96 0,9 0,25 0,54 0,79 0,90 081 -0,39 082 -09 -089 0,80 -0,81
Antoc. totais 096 098 09 082 100 038 072 -015 -0,90 -0,91 1,0 0,03 0,90 0,54 0,94 092 -0,84 046 -1,0 -0,96 0,91 -0,90
| Malvidina | o045 045 051 077 038 1,00 023 085 -0,43 -0,55 0,4 0,00 0,05 0,43 045 0,28 004 061 -04 -042 0,23 -0,26
 Delfinidina 085 08 083 076 072 023 100 -0,11 -0,94 -0,88 0,9 -0,66 0,53 0,93 0,83 0,88 -041 083 -09 -085 0,93 -0,95
Peonidina -0,05 -005 003 038 -015 0,85 -0,11 1,00 0,02 0,10 -0,1 -0,10 -0,48 0,22 -0,05 0,22 051 045 01 0,08 0,23 0,18
Catequina -098 -09 -09 -091 -090 -043 -0,94 0,02 1,00 0,99 -1,0 0,38 -0,71 -0,84 -0,97 -096 057 -0,77 10 0,98 -0,97 0,98
Epicatequina -098 -097 -097 -09 -091 -055 -0,88 -0,10 0,99 1,00 -1,0 0,30 -0,70 -0,82 -0,97 -094 055 -0,78 10 0,98 -0,93 0,94
Quercitina 1,00 099 0,97 0,90 0,95 0,43 0,87 -0,07 -0,98 -0,98 1,0 -0,21 0,81 0,74 0,99 098 -0,67 066 -1,0 -1,00 0,96 -0,96
Caempferol -0,18 -0,14 -021 -0,25 003 0,00 -066 -0,10 0,38 030 -0,2 1,00 0,26 0,79 -0,15 0,23 -029 -0,74 02 017 -0,36 0,40
Resveratrol 082 08 075 054 09 005 053 -048 -0,71 -0,70 0,8 0,26 1,00 0,24 0,82 0,84 -0,89 010 -0,8 -0,84 0,78 0,74
'Ac. Hidroxicinamico | 072 069 074 079 054 043 093 022 -084 -0,82 0,7 -0,79 0,24 1,00 0,70 0,70 -0,12 097 -0,7 -0,70 0,78 -0,81
Sol.sol. 099 097 094 0,90 094 0,45 0,83 -0,05 -0,97 -0,97 1,0 -0,15 0,82 0,70 1,00 098 -0,64 062 -1,0 -0,99 0,93 -0,93
Acuc. totais 098 09 091 08L 092 028 088 -022 -096 -0,94 1,0 -0,23 0,84 0,70 0,98 1,00 -0,67 059 -1,0 -0,98 0,97 -0,96
Acidez total -067 -0,74 -0,67 -0,39 -0,84 0,04 -0,41 0,51 0,57 0,55 -0,7 -0,29 -0,89 -0,12 -0,64 -0,67 100 0,00 0,7 0,69 -0,69 0,66
pH 0,65 062 0,69 0,82 0,46 0,61 0,83 0,45 -0,77 -0,78 0,7 -0,74 0,10 0,97 0,62 059 000 100 -06 -0,63 0,66 -0,70)
Cor -1,00 -099 -0,97 -0,89 -096 -042 -0,86 0,09 0,98 0,98 -1,0 0,20 -0,82 -0,72  -0,99 -098 068 -064 10 1,00 -0,96 0,96
Densidade -1,00 -099 -097 -089 -096 -042 -0,85 0,08 098 0,98 -1,0 0,17 -0,84 -0,70 -0,99 -0,98 069 -063 1,0 1,00 -0,96 0,95
Ext.seco 095 09 093 080 091 023 093 -023 -097 -0,93 1,0 -0,36 0,78 0,78 0,93 097 -0,69 066 -1,0 -0,96 1,00 -1,00
Umidade -0,95 -095 -094 -081 -090 -0,26 -095 0,18 0,98 094  -1,0 0,40 0,74 -0,81 -0,93 -0,96 066 -070 1,0 095 -1,00 1,00
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Comssao de £rca em Bxpeimentagao

Pelotas. 07 de maio de 2009.

De: Prof. Dr. Francisco Augusto Burkert Del Pino

Pres. da Comissdo de Etica e Experimentagdo Animal (CEEA)

Para: Profa. Dra. Rosane da Silva Rodrigues
Departamento de Ciéncia e Tecnologia dos Alimentos

Senhora Professora:

A CEEA analisou o projeto de pesquisa intiulado “Compostos fenslices
correlacionados ao efeito funcional fisiologico em vinho de mesa “bordo’ produzido
na regido de Pelotas — RS, processo n- 23110.001998/2009-64 sendo de parecer
FAVORAVEL a sua execugio considerando ser o assunto pertinente & a mefodologia
compativel com os principios éticos em experimentacdo animal e com os objetivos
Propostos.

Solicitamos que apds tomar conhecimento do parecer reenviar o processo a
CEEA.

OBS: OBS: Informamos que duas copias deste parecer estio anexadas a0 processo.

Uma copia destinada ao coordenador do projeto e a outra deverd permanecer junto ao

mesmo.

Alenciosamente,
e
f T,
rof. Dr. Fraaetsto g

to Burkert Del Pino

Presidente da CEEA
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Ll et 4

Pebons, 25 de agorsto de 2011

De: Prof. D, Olando Amonio Lies Filho

Prexidente do ¢ ombud de Elea om Experimeniacdn Animal iCECA

Pars: Professor (a) Rasune do Silva Rodrgues

Ciontrey e CiEmeiian (haimigan. Farmaciuttoay ¢ o Alimemtos
Senhor(a) Profesampal

A CEEA aralsou o projeto intiulado. “Compostos fenilicos correlacionados
an efritn funcional Makolbgics o sucos ¢ vinhos de mess produridos ns regilio de
Pelutas — RS u partic de wves readindis ¢ s irvedindes™, processo
AP 000660401116, sendo de parecer FAVORAVEL 3 s execugho
considerando s o Ssiunto periincide ¢ o metodologia compativel com o8 principios
étheok em eupenmentallio ankmal ¢ com ok ObiEtVDs projpostos.

Sohiciamons, apds lomar cincia &b parecer. resnviar o processo & CEES.

Salicnimmos tamibém @ neccssidade deste projeio sy cadesrndn il 6o
Depannmemo de Poiquiss ¢ lnldagkn Clentlficn pars postenior reghitns ao {0 EPE
{eddipn pata cadastto 4" CEEA G685

Sendn o que tinhamos pars o momento, subseroemo-nos.

fun

A ALY

Prof. Dir, Orlands Antonio Luces Filbo
Preilclenie ofa O EEA

Clente em 20t

Asimuturd dida ) Frodesson s} Responsivel
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