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RESUMO

Sales, Nathalia Ferrari Fonseca de. BIOATIVIDADE DE RESIDUOS DA
VITIVINICULTURA EM CELULAS DE HEPATOCARCINOMA HUMANO. Rio de
Janeiro, 2013. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias). Instituto de Quimica, Universidade

Federal do Rio de Janeiro.

O principal residuo da vitivinicultura é o bagaco, que é composto de semente e casca. Dados
industriais indicam que de cada 100 L de vinho produzidos, 20 kg de bagaco sdo gerados. O
bagaco proveniente da vitivinicultura contem teores elevados de compostos originalmente
presente nas uvas. Estes compostos, especialmente os polifendlicos, podem apresentar
interesse tecnoldgico e elevado potencial nutracéutico. E sabido que o consumo de alimentos
com alto teor de compostos fenolicos esta inversamente associado ao risco de
desenvolvimento de doencas cronicas nado-transmissiveis, tais como cancer e doencas
cardiovasculares. Atualmente, grande parte do residuo produzido na vitivinicultura é
desperdicada ou subutilizado, sugerindo que o conhecimento de métodos de extracdo dos
componentes bioativos presentes neste residuo industrial e a investigacdo de sua bioatividade
podem contribuir para sua valoracdo. Nesse contexto, o objetivo do presente trabalho foi
caracterizar extratos de residuos industriais da vinificacdo em branco de uvas tintas quanto ao
seu teor de componentes bioativos e avaliar sua bioatividade e capacidade antioxidante em
cultura de células de hepatocarcinoma humano, HepG2. Os residuos foram obtidos de
industrias de vitivinificacdo de Bento Goncalves, Rio Grande do Sul, e foram preparados
extratos hidroalcodlicos, concentrados por nanofiltracdo. Os extratos dos residuos
apresentaram altos teores de fendlicos e flavondides totais e de antocianinas totais e
monoméricas, indicando alta eficiéncia do método de extracdo utilizado. Similarmente, os
extratos apresentaram elevada capacidade antioxidante, avaliada pelos métodos ORAC,
TEAC e TRAP, sugerindo o potencial bioativo dos residuos. Ao avaliar sua bioatividade, foi
observado que 0s extratos apresentaram-se citotoxicos de forma tempo e concentragdo
dependente. Incubacdo de curto prazo nédo afetou a viabilidade das células HepG2, ao passo
que incubacdo a médio e longo prazo resultaram, respectivamente, na diminui¢do de 37% e
75% da viabilidade. Interessantemente, os extratos dos residuos ndo foram citotdxicos para
celulas normais de fibroblastos humanos. Os resultados do ensaio de morte celular mostraram
que as celulas incubadas com o extrato foram induzidas principalmente a morte por apoptose,
porém este nao foi o Unico mecanismo, pois houve um grande nimero de células necroticas.

Os resultados da capacidade antioxidante celular mostraram que 0s compostos bioativos
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presentes no extrato protegeram as celulas HepG2 contra os efeitos das espécies reativas de
oxigénio (ROS), quando incubadas. Desta forma, podemos concluir que 0s extratos
produzidos a partir de residuos da vitivinicultura apresentam elevada atividade antioxidante e
potencial efeito seletivo anti-cancer. Adicionalmente, podemos sugerir que a reducdo na
producdo de ROS, promovida pelos extratos, contribuiu para a citotoxicidade observada em

tempos mais longos de incubacéo.

Palavras-chave: residuo da vitivinicultura, compostos fenolicos, capacidade antioxidante

celular, bioatividade celular.



ABSTRACT

Sales, Nathalia Ferrari Fonseca de. BIOATIVIDADE DE RESIDUOS DA
VITIVINICULTURA EM CELULAS DE HEPATOCARCINOMA HUMANO. Rio de
Janeiro, 2013. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias). Instituto de Quimica, Universidade

Federal do Rio de Janeiro.

The main residue of the wine industry is marc, which is composed of seed and peel . Industry
data indicate that for each 100 L of wine produced 20 kg of bagasse are generated. The marc
from the viniculture contains high levels of compounds originally present in grapes. These
compounds, especially polyphenols, may have high technological interest and nutraceutical
potential. It is well known that the consumption of foods with high content of phenolic
compounds is inversely associated with risk of development of chronic non-communicable
diseases such as cancer and cardiovascular diseases. Currently, much of the waste produced in
the wine industry is wasted or underutilized, suggesting that knowledge of methods of
extraction of bioactive components present in this industrial waste and its bioactivity may
contribute to its evaluation. The objective of this study was to characterize extracts of
industrial waste in the vinification of white grapes for their content of bioactive components
and evaluate its bioactivity and antioxidant capacity in human hepatocellular carcinoma, cells
HepG2. The residues were obtained from wineries of Bento Gongalves, Rio Grande do Sul,
and hydroalcoholic extracts, concentrated by nanofiltration were prepared. Extracts of the
waste samples showed high levels of total phenolics, flavonoids, total and monomeric
anthocyanins, indicating high efficiency of the extraction method used. Similarly, the extracts
showed high antioxidant capacity, assessed by ORAC, TEAC and TRAP methods, suggesting
the potential bioactive waste. To evaluate its bioactivity, we found that the extracts showed
cytotoxic up time and concentration dependent manner. Incubation time did not affect the
viability of HepG2 cells, whereas incubation in the medium and long term resulted,
respectively, decreased 37% and 75 % viability. Interestingly, the extracts of the residues
were not cytotoxic to normal human fibroblast cells. The death cell assay results showed that
cell death in cells incubated with the extract was mainly induced death by apoptosis but this
was not the only mechanism since there were a large number of necrotic cells. The results of
the cellular antioxidant capacity showed that the bioactive compounds present in the extract
protected HepG2 cells against the effects of reactive oxygen species (ROS), when incubated.
Thus, we conclude that the extracts produced from waste from winemaking have high

antioxidant activity and potential selective anti-cancer effect. Additionally, we suggest that



the reduction in ROS production, promoted by extracts, contributed to the cytotoxicity
observed at longer incubation times.

Keywords: waste of viticulture, phenolic compounds, cellular antioxidant capacity, cell
bioactivity.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a vitivinicultura ocupa aproximadamente 77 mil hectares de terras
cultivadas, com vinhedos estabelecidos desde o extremo sul até regides situadas muito
préximas ao equador. Nos Ultimos anos, a vitivinicultura brasileira tem se tornado importante
pela geracdo de empregos em grandes empreendimentos no setor. A producdo brasileira de
uvas de mesa e para a producdo de vinhos em 2012 chegou a 696 mil toneladas. No mesmo
ano, a producdo de vinhos e derivados foi de aproximadamente 428 milhdes de litros
(UVIBRA, acesso em 14/11/2013).

O residuo da inddstria vinicola € composto principalmente por subprodutos sélidos,
como 0 engaco e 0 bagaco, formado por semente e casca. Dados industriais indicam que para
cada 100 L de vinho branco produzidos geram-se cerca de 32 kg de residuos, dos quais 20 kg

séo de bagaco (Campos, 2005).

A semente da uva € composta aproximadamente de: 40% fibra, 16% Oleo, 11%
proteina, 7% compostos fenodlicos complexos (taninos), aclcares, sais minerais e outros
componentes minoritarios. A casca da uva € uma fonte de compostos bioativos como
antocianidinas e antocianinas, que sdo corantes naturais, possuem propriedades antioxidantes,
sdo inibidores de lipoperoxidacdo e também apresentam atividade antimutagénica.
Adicionalmente, a casca da uva contém resveratrol, outro composto com propriedades
antioxidantes. O engaco, por sua vez, é rico em compostos tanicos, 0s quais apresentam alto

potencial nutracéutico e farmacoldgico (Murga et al., 2000).

Grande parte dos bagacos produzidos pelas vinicolas brasileiras ainda é descartada e
parte é utilizada como adubo na agricultura familiar. Porém, o aproveitamento desses residuos
para outros fins é sobremaneira importante ndo s6 para reduzir o impacto ambiental, mas
também para agregar valor aos mesmos. Neste contexto, a extracdo das substancias bioativas
dos residuos, de importancia para as industrias farmacéuticas, quimicas e de alimentos, é uma

alternativa de potencial interesse tecnoldgico (Selani, 2010).

Os compostos bioativos mais comumente encontrados em frutas e hortalicas séo as
substancias fenolicas, as quais sdo conhecidas como potentes antioxidantes e antagonistas
naturais de patdgenos. Estas substancias encontram-se nos vegetais na forma livre ou ligadas
a agUcares e proteinas. Agem como antioxidantes naturais e podem ser aplicados com
finalidade de evitar a deterioragdo oxidativa dos alimentos, alternativamente aos antioxidantes

artificiais. Além disso, podem exercer um importante papel fisiologico, minimizando os danos
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oxidativos no organismo humano. A maioria das substancias fenolicas pode ser classificada
em dois principais grupos: os flavonoides e ndo-flavonoides. Os principais subgrupos dos
flavonoides sdo as catequinas e proantocianidinas, as antocianidinas e os flavonois ou

flavonas (Cataneo et al., 2008).

Muitos métodos sdo usados para medir as propriedades antioxidantes de alimentos
vegetais e 0os mais comuns sdo aqueles que envolvem substancias cromoéforas e compostos
radicais que promovem a formacao de espécies reativas no meio. Os métodos mais utilizados
sdo a reducdo dos radicais ABTS (2,2'-azinobis-(3-ethilbenzothiazolina-6-acido sulfonico)) ou
DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil) e os ensaios de FRAP (ferric ion reducing antioxidante
power) e ORAC (oxygen radical absorbance capacity). Estes métodos sdo populares devido a

simplicidade e rapidez de execucdo e a sensibilidade (Ali et al., 2008).

Embora os ensaios quimicos sejam amplamente utilizados, a sua capacidade de prever
a atividade in vivo dos compostos fendlicos é questionada por diversas razdes. Algumas das
razGes estdo relacionadas as condi¢bes do meio do ensaio, em temperatura e pH néo
fisioldgicos. Além disso, a atividade bioldgica dos compostos depende, em grande parte, de
sua biodisponibilidade e metabolismo. Desta forma, ensaios de bioatividade in vitro foram
desenvolvidos com o objetivo de avaliar os potenciais efeitos benéficos dos compostos
bioativos e prever seu comportamento em modelos de células humanas. Dentre esses ensaios,
destaca-se 0 ensaio de capacidade antioxidante celular (CAC), desenvolvido por Wolfe e Liu
(2007).

Muitos estudos indicam que o consumo habitual de frutas, vegetais e graos integrais
esta inversamente associado com o risco de desenvolvimento de diferentes tipos de céncer,
como intestino, mama. Possivelmente, o elevado teor de compostos bioativos, em especial 0s
compostos polifendlicos, tém um papel importante neste cenario (Almeida et al., 2011;
Bakkalbasi et al., 2005). A uva é uma excelente fonte de compostos fendlicos antioxidantes e
tanto as uvas como os produtos a base de uva sdo alimentos que tém mostrado um potencial
quimiopreventivo contra o cancer (Liu, 2009; 2010). Dado que os residuos produzidos na
vitivinicultura sdo muito ricos em diferentes compostos bioativos, a caracterizagdo da
atividade bioldgica de extratos produzidos a partir destes residuos torna-se sobremaneira

importante.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  VITIVINICULTURA: IMPORTANCIA ECONOMICA, PRODUCAO DE
VINHOS E SEUS RESIDUOS

A histéria da vitivinicultura no Brasil comegca em 1532, com os colonizadores
portugueses na Capitania de Sdo Vicente, onde hoje é o Estado de S&o Paulo. A partir deste
ponto, a producdo de uvas expandiu-se para outras regides do pais, sempre com cultivares
de Vitis vinifera procedentes de Portugal e da Espanha. A partir do inicio do século XX a
atividade vitivinicola expandiu-se para outras regides do sul e sudeste do pais, sempre em
zonas com periodo hibernal definido. Entretanto, na década de 70, com a chegada de algumas
empresas multinacionais na regido da Serra Galcha e da Fronteira Oeste (municipio de
Sant'’/Ana do Livramento), verificou-se um incremento significativo da area de parreirais com

cultivares V. vinifera (Protas et al., 2003).

Atualmente a producdo de uvas e vinhos no Brasil esta concentrada nas regides Sul,
Sudeste e Nordeste, sendo uma atividade estavel e com expressiva importancia
socioeconbémica. Em 2011 a producdo de uvas no Brasil foi de 709 mil toneladas, 25 %
superior ao ano de 2010. A producdo de vinho chegou a 305 milhGes de litros em 2011.
Aproximadamente 50% da producdo nacional de uvas € destinada a elaboracdo de vinhos,
sucos e outros derivados. Os Estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina respondem por
90 e 5%, respectivamente, da producdo nacional de vinho, destacando-se como 0s maiores
produtores. Em Santa Catarina, a vitivinicultura apresenta expressdo econdmica
principalmente na regido do Vale do Rio do Peixe, que possui grande similaridade com a
regido da Serra Galcha quanto a estrutura fundiaria, topografia e tipo de exploragdo viticola.
A area média das propriedades dessa regido € de aproximadamente 30 hectares (ha), sendo
destes 2,1 ha com vinhedos. Sdo propriedades com areas acidentadas, nem sempre

aproveitaveis integralmente para a agricultura (Rockenbach, 2008; UVIBRA, 2013).

No fluxograma simplificado do processo de fabricacdo de vinhos (Figura 1) pode-se
identificar a produgdo do residuo bagaco. Logo apds a colheita e o transporte, as uvas sao
esmagadas e prensadas, originando o mosto. No caso da vinificacdo em branco, o bagaco é
separado do mosto e dispensado antes da fermentacéo, que é a fase principal do processo de
vinificacdo. Durante a fermentacédo, 0s agucares presentes nas uvas sdo parcialmente oxidados
a etanol sob a agdo de leveduras selecionadas. Apds 6 horas de fermentacdo em uma

temperatura entre 25 °C e 30 °C, a fermentacdo encontra-se “tumultuosa” e € nessa etapa que
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ocorre grande desprendimento de CO, e elevacdo da temperatura do meio. Na vinificacdo
tinta, a separagdo do bagago ocorre nessa fase. Em seguida inicia-se a etapa de fermentagéo
lenta, onde os ultimos tracos de glicose sdo convertidos a etanol e outros produtos secundarios
da fermentacdo. Com o fim desta etapa, 0 mosto é transformado em vinho e, em seguida é
feito o corte ou assemblagem, onde vinhos diferentes sé@o separados e controlados pelo
enologo responsavel pelo processo. Em seguida ocorre a maturacdo, que dura de 6 meses a 5
anos, que pode ocorrer em cubas de concreto, aco revestido, aco inoxidavel ou barris (pipas)
de carvalho, permanecendo em repouso para desenvolver suas propriedades sensoriais. Por
fim se faz o engarrafamento e, a depender do vinho, pode ocorrer envelhecimento na garrafa

com duracdo de 1 més a diversos anos (Campos, 2005).

Colheita da uva

4

Esmagamento e

prensagem

1 —

Fermentacao do

mosto

4

Corte ou mistura

4

Maturacéo ou

envelhecimento

4

Engarrafamento

Figura 1. Fluxograma simplificado do processo de fabricacéo de vinho.
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Dados estatisticos apontam que para cada 100 L de vinho produzidos sdo gerados
cerca de 32 kg de residuos, dos quais 20 kg sdo de bagaco na produgdo de vinho branco e 15
kg na producéo de vinho tinto. A quantidade de residuos gerados pelas vinicolas brasileiras
chega proximo a 6 milhdes de toneladas por ano. O bagaco é o principal subproduto da
vinificacdo, resultado da prensagem das uvas, constituido principalmente pelas cascas,
semente e engagos (Lafka et al., 2007). Devido ao conteudo elevado de substancias organicas,
tais como acUcares, taninos, polifendis, polialcoois, pectinas e lipideos, apresenta elevado
impacto ambiental. Na tentativa de amenizar os danos causados pelo descarte indevido do
residuo, alguns produtores usam o bagagco como adubo ou ragdo para animais, porém seu
baixo valor nutricional e alto teor de compostos fendlicos limitam o uso do bagaco para estes
fins. Portanto, torna-se clara a importancia de estudos voltados para a caracterizacdo quimica
detalhada do bagaco, o que possibilitaria a busca de novas formas de aproveitamento deste
residuo. Tanto a casca como a semente mostram-se ricas em compostos polifenolicos (Cruz,
2013; Arnous & Meyer, 2008. Kim et al., 2006), sugerindo o potencial do bagaco da uva em

apresentar propriedades bioativas e nutracéuticas.

2.2. COMPOSTOS BIOATIVOS DE UVAS E DOS RESIDUOS DA
VITIVINICULTURA

2.2.1. Definicao e classificacéo

Os compostos bioativos, em geral, sdo produzidos por plantas e apresentam efeitos
farmacoldgicos ou toxicoldgicos. Apesar de outros nutrientes apresentarem os mesmos efeitos
guando ingeridos em altas concentracGes (por exemplo, vitaminas e minerais), estes ndo sao
listados como compostos bioativos. Os compostos bioativos tipicos provenientes das plantas
sdo produtos de metabolismo secundario. Portanto, a definicdo para compostos bioativos de
plantas é que sdo metabodlitos secundarios que produzem efeitos farmacoldgicos ou
toxicolégicos em humanos e animais (Bernhoft, 2010). Todo organismo vivo processa
diversos compostos quimicos para sua sobrevivéncia e subsisténcia, e todos esses compostos
podem ser divididos em duas classes. Uma é a dos metabolitos primarios, que sdo substancias
quimicas que visam o crescimento e o desenvolvimento, como os carboidratos, aminoacidos,
proteinas e lipideos. Outra é a dos metabdlitos secundarios, que € um grupo de compostos que
sdo produzidos frequentemente na fase subsequente ao crescimento, ndo tém fungdo de
auxiliar no crescimento, tém estruturas quimicas incomuns e muitas vezes sao formados como

misturas de diferentes compostos relacionados a uma mesma familia quimica (Azmir, et al.,
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2013). Compostos bioativos também podem ser definidos como qualquer substancia que
impede, previne e/ou remove 0 dano oxidativo de uma molécula-alvo (Halliwell, 2007).
Khlebnikov et al. (2007) definem estes compostos como qualquer substancia que diretamente
elimina espécies reativas de oxigénio (do inglés, ROS — reactive oxygen species) ou age

indiretamente regulando a defesa antioxidante ou inibindo a producdo de ROS.

Compostos bioativos em alimentos tém atraido interesse desde os anos 90, devido a
alta freqliéncia de evidéncias acerca de seus efeitos benéficos na saide humana. O interesse
foi estimulado principalmente por estudos epidemioldgicos que indicaram uma associagdo
inversa entre o consumo de alimentos ricos nestes compostos e a prevaléncia de doencas
cronicas ndo-transmissiveis, tais como cancer, doencas cardiovasculares e diabetes mellitus
(D’Archivio et al.,, 2010). Muitos estudos indicam que alimentos ricos em compostos
antioxidantes, como frutas frescas, vegetais e chas, tém efeito protetor contra doencas
causadas pela produgdo em excesso de ROS, como céancer, artrite reumatoéide, assim como
processos degenerativos relacionados a idade, incluindo doenca de Parkinson e Alzheimer.
Esta protecéo foi parcialmente atribuida a presenca de diversos componentes como vitaminas,
flavonoides, antocianinas e outros compostos fenolicos, sendo as propriedades antioxidantes a
principal caracteristica dessas substancias (Ali et al., 2008; Almeida et al., 2011). Os ROS séo
moléculas altamente reativas que sdo nocivas e prejudiciais para nossas células, que
combinadas com outros fatores, como a idade, contribuem para a ocorréncia de doencas
cronicas. As células sdo danificadas por reacGes em cadeia causadas pela oxidacdo promovida
pelos ROS. Os compostos antioxidantes sdo capazes de prevenir ou reduzir a taxa de oxidacdo
de biomoléculas (lipidios, proteinas e acidos nucléicos) e dessa forma inibir a patogénese de
certas doengas (Liu, 2009).

Os compostos bioativos ocorrem naturalmente em pequenas quantidades em vegetais e
produtos alimenticios (Kris-Etherton et al., 2002). Esses compostos podem ser divididos em
trés principais classes: (a) terpenos, (b) alcaldides e (c) compostos fenolicos (Croteau et al.,
2000). Os compostos fenolicos sdo os mais estudados e apresentam capacidade antioxidante
elevada, tem um papel muito importante para a bioatividade e para a qualidade sensorial de

frutas, vegetais e outras plantas (Einbond et al., 2004; Rockenbahc et al., 2011).

Estruturalmente, os compostos fenolicos possuem um anel aromatico, tendo um ou
mais substituintes hidroxila e podem variar de uma molécula simples a um composto
altamente polimerizado (Balasundram et al., 2006). Polifendis estdo divididos dentro de

varias classes, de acordo com o numero de anéis de fenol e dos elementos estruturais que
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ligam esses anéis uns aos outros (Ignat et al., 2011). As diferentes classes de polifendis estdo
mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Classes dos compostos fenolicos encontrados em plantas.

Classes Estrutura quimica simplificada
Fenolicos simples, Benzoquinonas C6

Acidos hidroxibenzdicos C6-C1
Acetofenonas, Acidos fenilacéticos C6-C2
Acidos hidroxicinamico, Fenilpropandides C6-C3
Naptoquinonas C6-C4
Xantonas C6-C1-C6
Estilbenos, Antraguinonas C6-C2-C6
Flavondides, Isoflavonodides C6-C3-C6
Lignanas, Neolignanas (C6-C3)2
Biflavondides (C6-C3-C6)2
Ligninas (polimeros) (C6-C3)n
Taninos condensados (oligdmeros ou polimeros) (C6-C3-C6)n

Fonte: Balasundram et al. (Food Chemistry, v. 99, p.191-203, 2006).

Em termos quantitativos, os principais grupos de polifendis sdo: flavondides, acidos
fendlicos, taninos (hidrolisaveis e condensados), estilbenos e lignanas (Ignat et al., 2011),
distribuidos em grande variedade de fontes alimentares (Tabela 2).
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Tabela 2. Fontes alimentares naturais de compostos fenélicos de plantas.

Compostos fenolicos Fontes alimentares

Acidos fenélicos

Acidos hidroxicinamicos ~ Cenoura, cereais, péra, cerejas, frutas citricas, sementes

oleaginosas, péssegos, ameixas, espinafre, tomate e berinjela

Acidos hidroxibenzoicos  Cereais e oleaginosas

Flavondides
Antocianinas Amoras, cerejas, uvas e morangos
Flavonas Frutas citricas, aipo, salsa e espinafre
Flavonois Macas, feijdo, amoras, alface, cebola, azeitona, pimentao,

tomates e trigo

Flavanonas Frutas citricas
Flavanois Macas, uvas, cebola e alface
Isoflavonas Soja
Xantonas Manga

Taninos
Condensados Macas, uvas, péssegos e péra
Hidrolisaveis Romé e framboesa

Fonte: Naczk & Shahidi (Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 41, p. 1523-1542, 2006).
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2.2.2. Compostos fendlicos em uvas

A concentracdo de compostos fenolicos em uvas depende da variedade da uva e é
influenciada pela forma como a mesma é cultivada e por fatores ambientais (Montealegre et
al., 2006). Muitos estudos apontam que uvas e vinhos contém concentracdes elevadas de
compostos fendlicos, sendo principais os flavondides, que estdo nas cascas e sementes (Figura
2) e os principais flavonodides presentes em uvas tintas séo flavanois, flavonois e antocianinas
(Figura 3).

OH

' OH
O 4. 0

& g L i R1 OH
ek HO, ; o

' R2 OH

HO__A__o O
i R1
:
o]
Ri=H, R2=0H; R1=0H, R2=H; R1=H, R2= OH (Gai)
o]

Proantocianidinas
{Principalments catequina, spicatequina 2 epicatequina galato)

OH
HO, OH

OH

Acido banzoico = hidroxibanzoato
(=x.: cido gilico)
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(2x.: quarcatina glicosidzo)

Figura 2. Imagem de corte transversal da uva tinta. Na foto distinguem-se a casca, polpa e sementes.
Fonte: Pinelo et al. (Trends in Food Science & Technology, v. 17, p. 579-590, 2006).
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Figura 3. Estrutura quimica de flavonoides selecionados. Fonte: Novak et al. (Analytica Chimica Acta, v.

630, p. 107-115, 2008).

A semente apresenta uma concentracdo de flavandis mais elevada comparada a casca,

sendo a catequina o flavanol mais abundante. Os flavondis estdo presentes na casca

exclusivamente na forma de 3-O-glicosideos, sendo a quercetina o composto mais abundante.

Outras formas glicosidicas tém sido identificadas, como a miricetina e o kaempferol (Castillo-
Mufioz et al., 2009; Castillo-Mufioz et al., 2007). Um dos maiores grupos de flavondides que

é encontrado em uvas e vinho sdo as antocianinas, sendo a malvidina-3-O-glicosideo a forma

mais abundante. As antocianinas estdo presentes, exclusivamente, na parede celular e

vacuolos da casca da uva e s@o diretamente responsaveis pela coloracdo das uvas e dos vinhos

tintos (Novak et al., 2008).
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2.2.3. Producdo de extratos bioativos a partir de residuos de uva

A maior parte dos compostos fendlicos encontrados em vinho, suco de uva e seus
derivados pode agir como antioxidantes. Da mesma forma, os residuos provenientes da
fabricacdo do vinho também sdo caracterizados pelo alto teor de compostos fendlicos devido a
uma incompleta extragdo durante a producdo de vinho. Em extratos de uva podem-se
encontrar antocianinas na casca da fruta e procianidinas nas sementes (Yildimirim et al.,
2005; Shrikhande, 2000). A distribuicdo dos fenodlicos totais extraiveis da uva fresca é de

aproximadamente 10% na polpa, 60 -70% nas sementes e 28 -35% na casca (Shi et al., 2003).

Uma atencdo especial esta focada na extragdo de compostos fendlicos a partir de
fontes de baixo custo ou de residuos do processamento das agroindustrias. O bagaco da uva
obtido ap6s o processo de fabricagdo do vinho é uma boa fonte de compostos fenolicos
bioativos (Bucic-Kojic et al., 2013). A extracdo dos compostos fenolicos provenientes de
fontes alternativas é o passo mais importante para seu isolamento, identificagcdo e utilizacdo
(Bucic-Kojic et al., 2007). Esses compostos podem ser usados na preparacdo de suplementos
alimentares ou nutracéuticos, ingredientes alimentares, farmacéuticos e cosmeticos (Dai &
Mumper, 2010).

A extracdo com solvente e a extragdo com fluido supercritico sdo as técnicas mais
comumente utilizadas para isolar os compostos fendlicos e preparar os extratos a partir de
materiais vegetais, devido a facilidade de uso, eficiéncia e ampla aplicabilidade (Bucic-Kojic
et al., 2007). Muitos estudos relatam que os compostos fendlicos tém sido extraidos por
moagem, secagem ou liofilizacdo de frutas, hortalicas e ervas ou apenas pela extracdo com
solvente. Esses processos promovem a co-extracdo de substancias nao fendlicas, como por
exemplo, acucares, acidos organicos e proteinas, sendo necessaria purificacdo subsequente
(Merken & Beecher, 2000; Castafieda-Ovando et al., 2009).

Na extracdo liquido-liquido, o solvente apresenta afinidade preferencial ou
seletividade por um ou mais componentes do alimento. Dois resultados sdo obtidos desse
contato: o extrato, que € a solucdo rica contendo os compostos fendlicos extraidos, e a solugédo
de alimentacdo com compostos fenolicos residuais. Para obter um melhor resultado na
extracdo, € necessario escolher o solvente adequado para a amostra. Para a separacdo de
compostos fenolicos, a extracdo liquido-liquido é frequentemente usada com subproduto

liquido industrial, resultante da industria de bebidas (Ignat et al., 2011).
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A extracdo solido-liquido é a operacdo unitaria usada extensivamente para recuperar
muitos componentes importantes dos alimentos, como: sacarose da cana de acglcar ou
beterraba, lipidios a partir de sementes oleaginosas, fitoquimicos de plantas, compostos
fenolicos de plantas, frutas e legumes. Neste tipo de extracdo muitos fatores podem afetar a
concentracdo de compostos fenolicos no extrato, como: temperatura, razdo liquido-sélido,
vazdo e o tamanho das particulas. Os solventes comumente usados sdo o metanol ou etanol
acidificado. O metanol se mostra mais eficaz na extracdo de compostos fendlicos, porém
devido a sua toxicidade, na industria alimenticia, a preferéncia é o uso de etanol (Castarieda-
Ovando et al., 2009; Kapasakalidis et al., 2006; Lapornik et al., 2005).

Outro método é a extracdo com fluido supercritico, que pode ser uma alternativa
benéfica ao meio ambiente, pois o uso de solventes toxicos € menor, além de ser um método
rapido, automatico, seletivo, ocorre na auséncia de luz e ar, que durante a extracdo, nos
procedimentos tradicionais, acelera a degradacdo de compostos de interesse. O fluido
supercritico mais usado tem sido o didxido de carbono, por ser ambientalmente seguro, pois
ele possui baixa toxicidade, ndo é inflamavel e tem compatibilidade com os alimentos
processados. No entanto, estudos apontaram que este ndo é o melhor método para a extracdo
de antocianinas, pois requer o uso de outro solvente organico, metanol ou etanol, em
porcentagem elevada, e este fator parece limitar o uso da extracdo por fluido supercritico para

estes compostos (Bleve et al., 2008).

H& outros métodos usados na extracdo de compostos bioativos, que fazem uso de
aquecimento, ebulicdo ou refluxo, que sdo métodos convencionais, porém apresentam as
desvantagens de perda de polifendis devido a ionizacao, hidrélise e oxidacdo. A extracdo dos
compostos fendlicos por meio de enzimas se mostrou eficaz, porém € necessaria uma alta
concentracdo enzimatica para viabilizar a degradacdo da parede celular, o que eleva o custo
do processo (Maier et al., 2008; Ignat et al., 2011).

2.2.4. Propriedades antioxidantes dos compostos fendlicos

Um composto que possui propriedades antioxidantes pode prevenir a oxidagdo de
materiais oxidaveis por eliminacdo das espécies reativas e por diminuir o estresse oxidativo.
O estresse oxidativo é caracterizado pelo desequilibrio entre a produgdo de espécies reativas
de oxigénio e/ou nitrogénio (ROS/RNS), e a capacidade do sistema antioxidante enddgeno,
causando a oxidacdo de varias moléculas, como por exemplo, enzimas, proteinas, DNA e

lipidios (Figura 4). O estresse oxidativo leva a oxidacdo das lipoproteinas de baixa densidade
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(LDL), pode causar uma série de doencas em humanos como céancer, doencas cardiacas,
esclerose multipla, doenga autoimune e Parkinson (Haminiuk et al., 2012; Lu & Foo, 1999).
As propriedades antioxidantes dos compostos fenolicos podem ser mediadas pelos seguintes
mecanismos:; eliminacdo de espécies de radicais como ROS/ RNS, pela supressdo da
formagéo de ROS/ RNS por algumas enzimas ou pela quelacdo de metais tragcos envolvidos

na producado de radicais livres ou regulando ou protegendo a defesa antioxidante.

Proteinas

Modificacdo oxidativa dos aminoacidos;
Clivagem peptidica mediada pelos radicais livres
Formacdo de ligagdes cruzadas devido a reacdo com produtos da peroxidacdo lipidica

Lipidios I Modificacdo das bases
— Alvos dos DNA  Delecdes
- radicais livres RNA  Ruptura dos filamentos
Oxidacdo — Ligacdes cruzadas DNA-Proteina
l Arranjos cromossdmicos

Acnicar

Fragmentacdo de acicares

o . L] o 7 H ] . -
nio enzimatico # glicoaldeido st sem ciclizacdo

"DH/‘“?‘*H,GH 1 Producdo de radical
Auto oxidacio =" superoxido (01-+)

L EReacdo em cadeia levando a
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B-dicarbonil J’ HiagETens

Figura 4. Alvos das espécies reativas de oxigénio. Adaptado de Carocho & Ferreira (Food and Chemical
Toxicology, v. 51, p. 15-25, 2013).

Os compostos fendlicos possuem uma estrutura quimica ideal para eliminar ROS por
possuirem (a) grupos hidroxilas que estdo propensos a doar um &atomo de hidrogénio ou um
elétron a um radical livre; e (b) um sistema aromatico conjugado estendido para deslocar um
elétron ndo emparelhado. Os compostos fenolicos (POH) agem como receptores de radicais
livres e quebram cadeias. Eles interferem na oxidacdo dos lipidios e de outras moléculas por

uma rapida doagdo de um atomo de hidrogénio para o radical (R):
R +POH — RH + PO-

Os radicais fenoxi intermediarios (POs) sdo relativamente estaveis, devido a

ressonancia e, portanto uma nova reacdo em cadeia ndo iniciada facilmente. Além disso, 0s
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radicais fenoxi intermediarios também atuam como terminadores da propagacdo através da

reacdo com outros radicais livres (Dai & Mumper, 2010).
PO + R+ — POR

Devido a diversidade quimica dos compostos fendlicos e a complexidade da
composicdo de amostras das plantas, é caro e ineficiente separar cada antioxidante fendlico e
estuda-los individualmente. Como o0s antioxidantes possuem diversos modos de acéo,
frequentemente mais de um mecanismo esta envolvido, causando sinergismo. Neste contexto,
a analise da capacidade antioxidante total de uma amostra reflete os beneficios potenciais da
acdo cooperativa dos compostos. Portanto, € necessario estabelecer métodos eficazes para
analisar a capacidade antioxidante das amostras de extratos fenolicos.

2.2.5. Métodos de analise da capacidade antioxidante total e quantificacdo dos

compostos fendélicos

2.2.5.1. Ensaios Quimicos

Uma grande variedade de métodos quimicos in vitro sdo utilizados atualmente para
avaliacdo da capacidade antioxidante total (CAT) tais como o Trolox equivalent antioxidant
capacity (TEAC), Oxygen radical antioxidant capacity (ORAC), Total radical-trapping
antioxidant parameter (TRAP), Ferric ion reducing antioxidante power (FRAP) e Cupric ion
reducing antioxidante capacity (CUPRAC). Com base na reagdo quimica envolvida, 0s
principais ensaios de capacidade antioxidante sdo baseados na transferéncia de atomo de
hidrogénio e/ou transferéncia de um elétron (Moure et al., 2001; Dai & Mumper, 2010;
Huang et al., 2005).

Os ensaios baseados na transferéncia de elétron envolvem uma reac&o redox com o
oxidante (também com a sonda para monitoramento da reacdo) como um indicador do final da
reacdo. A maioria dos ensaios baseados na transferéncia de hidrogénio monitora a reagdo
cinética, e os resultados sdo obtidos por meio das curvas cinéticas. Os ensaios TEAC, FRAP e
CUPRAC séo ensaios baseados na transferéncia de elétron. Estes metodos medem a
capacidade de um antioxidante prevenir a oxidacdo de uma substancia oxidavel ou em reduzir
um radical livre, e a capacidade antioxidante é acompanhada pela mudanca de cor em um
espectrofotdbmetro. A reacdo estd completa quando a mudanca de cor estabiliza. O grau da

mudanca de cor é proporcional a concentracdo do antioxidante. As sondas usadas nos ensaios
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sdo 2,2’-azinobis (3-ethilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) cation radical ABTS" no TEAC,
Fe** (2,4,6-tripiridil-s-triazina),Cls; no FRAP e bis(neocuproina)Cu®**Cl, no CUPRAC.

O método TEAC é simples, reprodutivel e de baixo custo, e € usado para avaliar
amostras hidrofilicas ou lipofilicas. Para executar o ensaio de TEAC, o radical ABTSe"
necessita ser formado por oxidagdo do ABTS com o persulfato de potassio. O radical formado
é soltvel em agua e em solventes organicos e absorve luz no intervalo de 600 — 750 nm. O
ABTS+", de cor esverdeada, é reduzido a ABTS no ensaio de TEAC, de acordo com a
quantidade de antioxidante no meio reacional. Os resultados sdo expressos em equivalentes do
Trolox, um padrdo antioxidante submetido as mesmas condicdes de andlise (Ou et al., 2002;
Huang et al., 2005; Re et al., 1999; Tiveron, 2010). A reacdo que ocorre em TEAC esté

representada na Figura 5.
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Figura 5. Reduc¢ido do ABTS<+ por um antioxidante e sua formacao pelo persulfato de potassio (adaptado
de Tiveron, 2010).

Os ensaios baseados na transferéncia de &4tomo de hidrogénio (HAT) incluem os
ensaios ORAC e TRAP, que acessam a capacidade de um antioxidante em eliminar radicais
livres pela doacdo de &tomo de hidrogénio. Esses métodos avaliam a capacidade de uma
amostra em inibir o consumo de uma molécula alvo, mediada por radicais peroxidos.
Normalmente, o composto AAPH (2,2’-azobis (2-metilpropionamidina) hidrocloreto, também
abreviado como ABAP) ¢ usado como fonte de radical peroxila (ROO¢), que gera uma taxa
conhecida de ROOe nas primeiras horas de incubagdo em meio aquoso, como podemos

observar na equagao abaixo:
AAPH + O; — 2RO0* +N;

A incubagdo de AAPH com a molécula alvo (MA) leva a mudanca na absorbancia de
luz ou na intensidade da fluorescéncia da molécula alvo. Desta forma, a incubagdo da
molécula alvo, o AAPH e o antioxidante puro ou uma mistura complexa (AH) geralmente

leva a inibi¢do do consumo da MA. As reagdes basicas envolvidas nestes ensaios sao:
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ROOe* + MA — consumo
ROOQO+ + AH — A+ + ROOH
2R0O0* — produtos nao radicais

O ensaio TRAP é baseado na captacdo do oxigénio associado ao processo de
peroxidacdo da amostra. O método avalia o periodo de indugdo gerado pelo perfil cinético da
captacdo do oxigénio durante a incubacdo da amostra com o AAPH (Lépez-Alarcon &
Denicola, 2013).

O método ORAC consiste em medir a diminuicdo da fluorescéncia de uma sonda (por
exemplo, a fluoresceina — 3°,6’-dihidroxipiro(isobenzofurano-1[3H], 9’[9H]-xanten]-3-one))
com um resultado da perda de sua conformacdo ao sofrer danos oxidativos causados por uma
fonte de radicais peroxila (ROO¢). Neste ensaio, a capacidade antioxidante ¢é avaliada a partir
da area abaixo da curva do perfil cinético do consumo da molécula alvo ou sonda. Os valores
para a area abaixo da curva sdo comumente comparados com o &cido galico ou Trolox,
permitindo determinar os resultados de ORAC com base nos compostos padrdo (Zulueta et

al., 2009). A Figura 6 apresenta a reacdo do radical AAPH durante o ensaio de ORAC.
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Figura 6. Reacdo do radical AAPH durante o ensaio de ORAC (adaptado de Zulueta et al. Food
Chemistry, v.114, p. 310-316, 2009).

A quantificacdo dos compostos fenoélicos totais pode ser feita pelo método que utiliza
o reagente Folin-Ciocalteu. Este método baseia-se na reducdo dos acidos fosfotingstico
(H3PW12,040) e fosfomolibdico (HsPMo1,040), presentes no reagente de Folin-Ciocalteu, pelos
compostos fendlicos presentes na amostra, o Oxido de tungsténio (WgO,3) e Oxido de

molibdénio (MogO,3) em meio alcalino, como demonstrado na reagdo abaixo:
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H3PW 1,040 + H3M012040 + FENOL — W30,3 + M03053

Os Oxidos formados pela reacdo apresentam coloragdo azulada, tornando possivel a
quantificacdo da absorbancia da solucdo na regido do visivel, a 760 nm. Para a quantificagéo,
é necessario fazer uma curva de calibracdo com o acido galico, através desta curva € possivel
correlacionar a intensidade da cor a concentragdo de fenois presentes na amostra, o resultado é

expresso em equivalentes de acido galico (GAE) (Tiveron, 2010).

A diversidade quimica dos flavonoides e a disponibilidade limitada de padrdes
auténticos dificulta a determinacéo de flavondides totais usando técnicas separadas. Por este
motivo, 0s métodos baseados na medicdo direta ou indireta por espectrofotometria sdo usados
normalmente. Um método descrito por Zhishen et al. (1999) para determinar o teor de
flavonoides totais é baseado na reacdo dos flavonoides com o sistema cromogénico NaNO-
Al(I11)-NaOH. Os compostos flavondides reagem com o 4&cido nitroso, formando um
complexo de flavondides nitrosos com o ion de aluminio. Logo apds a adicdo de uma solucéo
alcalina, é gerada a producdo de complexos que ddo a cor avermelhada a solucdo, esses
complexos sdo formados por ions de aluminio e nitrosofenol e a absorbancia € medida no
comprimento de onda de 510 nm. Devido a sua simplicidade, este método tem sido usado
para estimar o teor de flavonoides totais em frutas (Zhishen et al., 1999; Magalhées et al.,
2012).

As antocianinas podem ser avaliadas quimicamente e quantificadas em funcéo do pH
da solucdo. Um dos métodos usados para a quantificacdo das antocianinas é o de pH
diferencial, que permite a quantificacdo das antocianinas totais e monoméricas, pelo seu
comportamento em condi¢des de pH distintas. A amostra é exposta a dois tampdes com pH
1,0 e 4,5. As solucdes tem suas absorbancias determinadas em dois comprimentos de onda,
700 nm e o comprimento de maxima absorcdo que pode variar de 510 a 550 nm em funcao

das antocianinas presentes na amostra (Castafieda-Ovando et al., 2009; Cruz, 2008).

2.25.2.  Ensaio Celular

Os ensaios quimicos in vitro sdo amplamente usados para determinar o potencial
antioxidante da amostra. Porém, os resultados dos ensaios quimicos ndo representam a
atividade bioldgica dos compostos presentes nas amostras, dado que 0s ensaios quimicos sdo
realizados em pH e temperatura ndo fisiologicos e ndo consideram sua biodisponibilidade,
absorcdo e metabolismo. Devido a estas limitacOes, o ensaio de capacidade antioxidante

celular (CAC) tem sido utilizado para avaliar a acdo antioxidante desses compostos em
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modelos celulares (Lopez-Alarcon & Denicola, 2013; Wolfe & Liu, 2007; Zhang et al.,
2013).

O primeiro ensaio celular foi desenvolvido por Wolf e Liu. Este ensaio foi realizado
com células de Hepatocarcinoma humano, HepG2, a mesma linhagem utilizada no presente
estudo, avalia a prevencdo da oxidacdo da sonda fluorescente intracelular diclorofluoresceina
exercida pelos compostos bioativos/antioxidantes da amostra de interesse mediante um

desafio pro-oxidativo, conforme descrito na Figura 7 (Blasa et al., 2011).
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Figura 7. Representacéo esquemaética da metodologia e do principio proposto do ensaio de CAC. As células
HepG2 foram pré-tratadas com os extratos de residuos da uva e DCFH-DA (diacetato de diclorofluoresceina).
DCFH-DA (ndo fluorescente) difunde-se através da membrana celular até o meio intracelular, onde sofre a¢éo de
enzimas esterases que promovem o “trapeamento” da sonda (DCFH). Antimicina A (Ant A) foi utilizada como
agente indutor , pois é capaz de difundir-se para dentro das células e, através da inibicdo da atividade do
Complexo Il da cadeia transportadora de elétrons, leva ao aumento da producdo de ROS. ROS promovem a
oxidacdo de DCFH em DCF, que é fluorescente. Como mostrado na figura, os antioxidantes diminuem,
potencialmente, a quantidade de espécies reativas e também previnem a oxidacdo de DCFH. O ensaio original
utilizou ABAP como indutor da producéo de ROS (Adaptado de Wolfe & Liu, 2007).
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As células HepG2 (Figura 8), uma linhagem derivada de hepatocarcinoma humano, é
amplamente utilizada em estudos bioquimicos e nutricionais por ser considerada um dos
modelos experimentais que mais se aproximam dos hepat6citos humanos em cultura, apesar
de sua origem cancerosa. Estas células transformadas crescem continuamente, permitindo o
estudo de fatores que agem na antiproliferacdo (Alia et al., 2006). De fato, a metodologia para
avaliacdo da capacidade antioxidante celular promovida por compostos bioativos de alimentos

vegetais foi primeiramente desenvolvida neste modelo de céelulas (Wolfe e Liu, 2007).

Figura 8. Microscopia de contraste de fase das células HepG2. A fotografia foi registrada em microscépio

invertido (Olympus CKX41) e cAmera digital Q-Color 5 (Olympus). Aumento de 200 x.

A vantagem de utilizar cultura de células para avaliar a capacidade antioxidante de
compostos fendlicos é poder testar diferentes tipos de fatores de estresse e diferentes modelos
celulares (Niki, 2010). O ensaio de CAC é uma importante ferramenta para classificacdo da
atividade antioxidante de extratos de produtos naturais que avaliam o potencial exercido pela
resposta antioxidante ao nivel celular e ndo apenas por sua capacidade como agente redutor.
Desta forma, o ensaio de CAC se torna um método complementar na analise do potencial

antioxidante de compostos fenolicos extraidos de fontes naturais.

2.2.6. Bioatividade de compostos fendlicos e doencgas cronicas

Nos ultimos anos, o interesse em compostos fendlicos aumentou devido aos seus

efeitos benéficos a saide humana, pois além de suas propriedades antioxidantes, como ja
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mencionadas, esses compostos apresentam potenciais efeitos anticancer, anti-inflamatdrio,

cardioprotetor e antienvelhecimento (Hogan et al., 2009; Xia et al., 2010).

Estudos mostram que extratos ricos em polifendis podem funcionar como agentes
cardioprotetores pelo fato de reduzirem a adesdo e agregacdo de plaquetas induzida por
hipercolesterolemia e reduzirem a geracdo de anion superoxido (Shanmuganayagam et al.,
2007). O efeito de extratos mostrou ser maior do que o efeito dos compostos isolados,
indicando efeitos sinérgicos de diferentes compostos fendlicos (Tsang et al., 2005; Olas et al.,
2008). Especificamente, ja foi mostrado em modelo animal, que compostos fenolicos
provenientes de extratos de uvas inibem lesdes induzidas por isquemia- reperfuséo,
aumentam a capacidade antioxidante do plasma e a concentracdo da lipoproteina HDL,
contribuindo para a melhora do quadro de dislipidemia e, portanto, reduzindo o risco de

desenvolvimento de doencas coronarias (Falchi et al., 2006).

As propriedades anti-inflamatorias dos compostos fendlicos foram sugeridas devido ao
fato de apresentarem efeitos semelhantes aos da indometacina, um farmaco anti-inflamatorio
conhecido, ja tendo sido descritas em modelos animais e em humanos (Chacén et al., 2009;
Panico et al., 2006; Terra et al., 2009; Bralley et al., 2007). Adicionalmente, compostos
fendlicos provenientes de uvas sdo capazes de reduzir os danos oxidativos do DNA, sugerindo
que apresentam propriedade antienvelhecimento (Shukitt-Hale et al., 2006; Balu et al., 2006;
Balu et al., 2005).

2.2.6.1. Ensaios celulares de acesso a bioatividade de compostos fendlicos
Ensaios de viabilidade celular

Varios métodos sdo utilizados para avaliar a viabilidade de células em cultura, sendo a
grande maioria baseada na determinacdo de sua atividade metabdlica. Um dos métodos
utilizados para avaliar a viabilidade celular é o método baseado na redugdo do reagente MTT
(brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio). O MTT, que é soltvel em &gua e
que apresenta coloracdo amarela, € um composto que, uma vez adicionado as culturas, sofre
reducdo por desidrogenases celulares ativas, formando um cristal de coloracdo roxa,
formazan, que pode ser solubilizado e quantificado espectrofotometricamente (Figura 9).
Dado que a mitocondria é o principal sitio das enzimas desidrogenases, a reducdo do MTT a
formazan sera diretamente proporcional a atividade mitocondrial e, portanto, a viabilidade
celular (Gerlier & Thomasset, 1986; Heo et al., 1990).
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Figura 9. Reacdo da reducéo do composto MTT, de coloracdo amarela, a formazan (cristais de coloragéo
roxa).

Outro método que pode ser usado para avaliar a viabilidade celular é o CellTiter Blue
® (Promega) e também avalia a atividade metabdlica das células. Este também é um ensaio
colorimétrico, que se baseia na redu¢do do composto resazurina. As células viaveis possuem a
capacidade de reduzir a resazurina (composto com coloragcdo azul) a resorufina (composto

com coloracdo rosa), que é altamente fluorescente (Figura 10).

Células Viaveis

Reagdo de
Redugdo

o)
= Resorufina
Resazurina

Emite fluorescéncia a 590 nm

Figura 10. Conversédo de resazurina para resorufina por meio de atividade metabdlica das células, gerando

um produto fluorescente. A fluorescéncia produzida é proporcional ao nimero de células viaveis.

Ensaio de morte celular

Para avaliar o processo de morte celular, pode-se usar um metodo de marcacdo de um
fosfolipidio de membrana, a fosfotidilserina (PS). Esse fosfolipidio de membrana fica voltado
para o citosol quando a célula esta saudavel. Assim que a apoptose se inicia, PS € translocada
para a superficie exterior da bicamada lipidica, esse € um dos primeiros sinais que marcam a
célula para ser fagocitada. No kit Anexina V-FICT de deteccdo de apoptose, temos a Anexina

V é o marcador da PS e o iodeto de propidio (Pl) marcador de DNA. Com Anexina-V
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marcada com FICT (Isotiocianato de Fluoresceina) € possivel avaliar os niveis de PS expostas
na membrana celular externa, indicando a fase inicial do apoptose. Associando iodeto de
propidio (PI) é possivel mensurar células com permeabilidade de membrana, o que poderia

indicar a fase tardia de apoptose ou necrose (Pec et al., 2003).

2.2.6.2.  Compostos fenolicos e cancer

O céancer é definido pela Sociedade Americana de Cancer (ACS — American Cancer
Society) como “um grupo de doencas caracterizadas por um crescimento e disseminacédo
descontrolados de células”. A falta de regulag¢do de genes envolvidos no crescimento e divisao
celular esté diretamente relacionada ao desenvolvimento do céncer, onde fatores ambientais e
genéticos estdo envolvidos. Neste contexto, danos oxidativos ao DNA estdo intimamente
relacionados a carcinogenese. O estresse oxidativo induzido por ROS pode causar danos no
DNA, que, quando ndo é reparado, pode levar a mutacdo da base, quebra de fitas simples e
duplas e quebra e rearranjo cromossomico. Portanto, uma alimentacdo rica em compostos
com propriedades antioxidantes, como os compostos fenolicos presentes em frutas, hortalicas
e graos integrais, pode potencialmente diminuir o risco de cancer e outros processos
patoldgicos associados. As propriedades anti cancer dos compostos fendlicos védo além de seu
papel antioxidante, também exercendo efeitos sobre a regulacdo da proliferagdo e
diferenciacdo celular, a modulagdo de genes oncogénicos e supressores de tumor, e
interferindo nas vias de morte e alterando a resposta celular a fatores de crescimento.
Adicionalmente, ja foi mostrado que alguns compostos fendlicos apresentam capacidade de
prevenir metastase de tumores quando implantados em animais (Yilmaz & Toledo, 2004; Liu
& Finley, 2005; Weng & Yen, 2012).

A atividade anticancer dos compostos fenolicos tem sido amplamente estudada e alguns

resultados importantes podem ser vistos na Tabela 3.



Tabela 3. Atividade anticancer de compostos fenolicos.

Compostos Fendlicos

Tipo de cancer Efeitos Referéncias

Proantocianidinas

_ _ Inibicdo da metastase
Linhagem de carcinoma

. quando células Mantena et al., 2006
mamario de camundongos

implantadas no animal

Antocianina

Linhagem de carcinoma de Inducéo da fragmentacéo

Yi et al., 2005
do DNA

colon de rato

Reparacéo e protecéo da
integridade do DNA

gendmico e retardo da

Células de tumor vascular

Bagchi et al., 2004
humanas

angiogénese

Procianidina, catequina

ou &cido galico

Inibicdo dos danos ao
DNA induzidos por

perdxido de hidrogénio

Células normais de baco de

Fan et al., 2008
camundongos

Catequina ) . Diminuicéo da

Linhagem de carcinoma o .

» viabilidade e da Faria et al., 2006
N mamario humano ) 3
Procianidina proliferacdo celular
) . Reduc&o da proliferacéo

Células de carcinoma de

Flavona

i celular e inducéo da
colon humano

diferenciacéo e apoptose

Flavonéides

Inducdo de apoptose. Wenzel et al., 2000

) . Efeito mais potente
Células de carcinoma de

i quando comparado ao
c6lon humano

agente anti cancer

camptotecina

Resveratrol

) ) Inducéo da apoptose e
Linhagem de carcinoma de L .

) diminuicéo da Kuwajerwala et al., 2002
préstata humana

proliferacdo celular

) . Inibicdo da transcrigdo do
Células de carcinoma

. gene da ciclo oxigenase-2 ~ Subbaramaiah et al., 1998
mamario humano

(efeito anti inflamatorio)

Fonte: Xia et al (International Journal of Molecular Sciences, v. 11, p. 622-646, 2010).
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Como mencionado anteriormente, a atividade biolégica de extratos obtidos de
alimentos ricos em polifendis pode ser potencializada quando comparada a atividade dos
compostos isolados, dado o potencial efeito sinérgico dos compostos. Portanto, a
caracterizacdo quimica dos extratos de alimentos, em relacdo a composicéo de fenolicos e a
sua capacidade antioxidante, torna-se importante para a compreensdo dos efeitos bioldgicos
dos compostos bioativos em células humanas. Até o presente momento, tanto a caracterizacao
dos extratos de residuos da uva derivados da vitivinicultura brasileira, bem como a avaliagédo

de sua bioatividade em células humanas ainda ndo foram realizados.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a bioatividade dos extratos bruto e concentrado por nanofiltracdo de

residuos da vitivinicultura em linhagem de hepatocarcinoma humano (HepG2) em cultura.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a citotoxicidade dos extratos bruto e concentrado por nanofiltracdo em

células HepG2;

e Caracterizar os mecanismos de morte celular induzida pelo extrato concentrado por

nanofiltragdo em células HepG2;

e Investigar a capacidade antioxidante celular do extrato concentrado em ensaio com

células HepG2;

e Avaliar a citotoxicidade do extrato concentrado por nanofiltracdo em células de
fibroblastos humanos (BEAS);

e Determinar os teores de compostos bioativos no extrato de residuo concentrado por

nanofiltracao;

e Avaliar a capacidade antioxidante total do extrato de residuo concentrado por

nanofiltracao.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIA PRIMA

O bagaco de uva foi proveniente da fabricacdo de vinho branco (Figura 11) da
indUstria vinicola da regido da Serra Galcha (Bento Gongalves/RS), obtido através de
parceria com a EMBRAPA Uva e Vinho.

Figura 11. Bagaco de uva proveniente da fabricacéo de vinho branco.

4.2. OBTENCAO DOS EXTRATOS

A metodologia para obtencdo dos extratos do bagaco de uva foi desenvolvida pela
Dra. Ana Paula G. Cruz, onde o conjunto de resultados comp0s sua tese de Doutorado obtida
por este Programa de Pds-Graduagdo. Antes da extracdo, o bagaco foi reidratado por uma
hora com agua destilada na proporgdo de 2: 1 (bagago: &gua), a 30 °C. A extracdo foi
realizada com etanol 30% (v/v), pH 4,0 (ajustado com &cido citrico), razdo solvente:
substrato 9: 1, e tempo de incubacdo de duas horas a 50 °C. O extrato bruto (EB) foi
produzido na Planta Piloto de Processamento de Frutas da Embrapa Agroindustria de
Alimentos, a saber: produgcdo em tacho encamisado com agitagdo mecéanica de 48 rpm,
seguida de centrifugacdo em cestos, a 37,5 x g e com malha de nylon como meio filtrante de
150pum para a separacdo das fragdes liquida e sélida. O EB foi concentrado através do
processo de nanofiltracdo para obtencdo do Extrato Concentrado (EC). A producédo do EC foi
realizada em sistema piloto e em membrana plana polimérica de poliamida com sistema tipo
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espiral e com area filtrante total de 2,5m2. A temperatura foi de 40 °C e o fluxo médio de
13,23 kg/h.m2. O processo foi conduzido em regime de batelada simples. A concentracéo final
de etanol nos EB e EC foi 30%. Os EB e EC (Figura 12) foram filtrados com o auxilio de
bomba a vacuo através de uma membrana de celulose com 0,45 pum de poro Millipore®. Os
EB e EC foram analisados quanto ao teor de compostos polifendlicos e quanto a capacidade
antioxidante. Ensaios celulares foram realizados para avaliar a toxicidade e a capacidade

antioxidante dos EB e EC, conforme descrito a seguir.

Figura 12. Extratos bruto (Alimentag&o) e concentrado (Retido). (Cruz, 2013).

4.3. ENSAIOS QUIMICOS

4.3.1. Métodos de anélise da capacidade antioxidante total e quantificacdo de

compostos fendlicos nos extratos de residuo da uva

No presente estudo, os EB e EC foram caracterizados quanto aos teores de fenolicos
totais, flavonodides totais e antocianinas totais e monoméricas. Adicionalmente, a capacidade
antioxidante total dos extratos (CAT) foi determinada através dos ensaios quimicos TEAC
(Trolox equivalent antioxidant capacity), ORAC (Oxygen radical antioxidant capacity) e
TRAP (Total radical-trapping antioxidant parameter). Para as analises realizadas, o EB foi
utilizado sem diluicdo prévia e o EC foi diluido 5 vezes.
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4.3.2. TEAC

O método utilizado na presente dissertacdo foi adaptado de Re et al. (1999). O
reagente ABTS foi diluido em agua para preparo da solucdo estoque de 7 mM. Para a
formacéo do radical ABTS+, foi preparada uma solu¢do de ABTS 7 mM com 2,5 mM de
K2SOss. A solugdo foi guardada em frasco ambar e armazenada em temperatura ambiente por
16 horas para formacdo e estabilizagdo da solugdo de ABTS+-. Esta solu¢ao concentrada de
ABTSe+ foi diluida 50 vezes em agua destilada, para obter uma absorbancia de 0,700 + 0,020
a 734 nm. Para construir a curva padrdo de Trolox, foram elaboradas solucBes nas
concentracdes de 100; 200; 400; 600; e 800 uM em etanol 30%, mantidas ao abrigo da luz.
Estas solugdes foram diluidas 25 vezes antes dos ensaios. Em uma placa de 96 pocos foram
adicionados 20 pL de etanol 30% (branco), 20 uL do reagente ABTS<+, 20 uL dos padrdes ¢
20 pL das amostras em triplicata. A placa foi colocada no leitor de microplaca (Victor X3,
Perkin Elmer), onde 180 pL do reagente ABTSe+ foi injetado na placa. A leitura da
absorvancia foi feita em 734 nm, ap6s 6 minutos de reacdo. Os resultados foram expressos em

equivalentes de umol de Trolox/g de extrato.

4.3.3. ORAC

A metodologia utilizada foi baseada no método descrito por Zulueta et al. (2009). Para
0 ensaio ORAC, foram feitas as seguintes solucdes: tampdo fosfato 75 mM, pH 7.4,
fluoresceina de sodio 7,8 uM, em tampdao fosfato (estoque), que foi diluida 1000 vezes em
tampéo fosfato (solugédo de trabalho); AAPH 221 mM. Todas as solugdes foram protegidas

da luz.

Para construir a curva padrdo de Trolox, foram elaboradas solucBes nas concentragdes
de 20; 30; 60; 100 e 120 uM em tampao fosfato 75 mM, que foram diluidas 100 vezes antes
dos ensaios. Em uma placa de 96 pogos foram adicionados 100 puL de amostra, padréo, ou
tampdo fosfato e 100 pL de fluoresceina. A placa foi levada ao leitor de microplacas e a
reacdo foi iniciada pela adi¢cdo de 50 pL de AAPH aos pogos. A cinética da variacdo na
absorvéancia foi avaliada em um intervalo de 60 segundos. Os parametros para a leitura da
fluoresceina foram excitacdo a 485 nm e emissdo a 535 nm. Os resultados foram expressos

em equivalente de pumol de Trolox/g de extrato.
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4.3.4. TRAP

O ensaio foi baseado no método descrito por Bartosz et al. (1998). Para 0 ensaio
TRAP, foram feitas as seguintes solu¢des: tampéo fosfato 75 mM, pH 7,4, ABTS 5 mM, e
AAPH 400 mM, ambas em tampao fosfato 75 mM e protegidas da luz.

Para construir a curva padrao de Trolox, foram elaboradas solu¢Ges nas concentragdes
de 10; 20; 40; 60 e 90 uM em tampéo fosfato 75 mM, também protegidas da luz, que foram
diluidas 100 vezes antes dos ensaios. Em um tubo de ensaio, foram adicionados 2,010 mL de
tampédo fosfato 75 mM, 90 puL de ABTS 5 uM e 300 pL de amostra, padrdo, ou tampéo
fosfato. Para iniciar a reagdo, 600 pL de AAPH foram adicionados aos tubos de ensaio A
determinacéo da cinética da variacdo na absorvancia foi iniciada apés 20 segundos em 428
nm, em um intervalo de tempo de 1200 segundos. Os resultados foram expressos em pmol de

Trolox/g de extrato.

4.3.5. Fenolicos Totais

A quantificacdo dos fendlicos totais foi realizada pelo método de Folin-Ciocalteu
(George et al., 2005). As seguintes solucdes foram preparadas: carbonato de sodio 7,5% (g/v),
Folin Ciocalteau 10% (v/v) e acetona 70% e 7% (v/v), em &gua. O Acido Gélico foi utilizado

como padréo nas concentracdes 20, 40, 60, 80 e 100 mg/L, em acetona 7%.

Foram pesados cerca de 3 gramas de extrato em baldo volumétrico de 25 mL, o
volume foi completado com solucéo de acetona 70%, e submetido a agitacdo magnética por
30 minutos (baldo protegido da luz). Ap6s a agitacdo magnética, o extrato foi filtrado em
papel de filtro quantitativo e 5 mL do filtrado foram transferidos para um baldo volumétrico

de 50 mL, que teve o volume completado com agua destilada.

Em tubo de ensaio foi adicionado 500 pL do branco/padrédo/amostra a ser analisada,
seguido de 2,5 mL de solucdo de Folin-Ciocalteau a 10%, e os tubos de ensaio ficaram a
temperatura ambiente por 2 minutos. Decorrido este tempo, 2 mL da solugéo de carbonato de
sodio a 7,5% foi adicionado e os tubos foram agitados em vrtex, sendo levados a banho-maria
a 50°C por 15 minutos. Logo apos, os tubos foram levados ao banho de gelo por 30 segundos
e em seguida a absorbancia foi lida no espectrofotébmetro a 760 nm. Os resultados foram

expressos em equivalentes de mg/L de acido galico/100g de extrato.
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4.3.6. Flavonoides Totais

O método foi baseado na técnica descrita por Kao & Chen (2006). Para realizar a
quantificacdo dos flavondides totais foram preparadas as seguintes solucdes: NaNO;, 5% e
NaOH 1M em agua destilada e AICI; 10% em etanol. Para construir a curva padrdo de
catequina, foram elaboradas solugdes nas concentragdes de 1; 5; 10; 25 e 50 mg/ L em etanol.
As amostras foram diluidas 100 vezes.

Em tubo de ensaio foi pipetado 500 pL do branco/ padrdo/ amostra a ser analisada,
foram adicionados 75 pL de NaNO; 5% e os tubos permaneceram a temperatura ambiente por
5 minutos. Logo apds, foram adicionados 150 pL de AICI; 10%, foi homogeneizada e foi
incubada por 5 minutos em repouso. Em seguida, foram adicionados 500 pL de NaOH 1M e
foi feita a leitura em leitor de microplaca a 510 nm. Os resultados foram expressos em mg/ L

de catequina/ 100g de extrato.

4.3.7. Antocianinas totais e monomeéricas

O método usado para a quantificagdo das antocianinas totais e monoméricas foi o do
pH diferencial, baseado na técnica descrita por Giusti & Wrolstad (2001). Para este método
foi necessario preparar duas solu¢bes tampédo, uma com pH 1,0 e outra com pH 4,5. Para a
solucdo tampédo com pH 1,0 foram dissolvidos 3,725 g de cloreto de potassio em 250 mL de
agua destilada (solucdo A) e diluidos 13,10 mL de acido cloridrico concentrado a 770 mL de
agua destilada (solucdo B). Entdo foi adicionada lentamente a solucdo B a solucdo A,
medindo o pH a cada momento e ajustando o pH para 1,0 com a solucdo B. Para a solugédo
tampdo com pH 4,5 foram dissolvidos 54,40 g de acetato de sédio em 400 mL de agua
destilada (solucéo C) e diluidos 19,90 mL de &cido cloridrico concentrado a 240 mL de &gua
destilada (solugdo D). A solucdo D foi adicionada lentamente a solugdo C, medindo o pH para

4,5 e ajustando o pH para 4,5 com a solucéo D.

Em dois bales volumétricos de 25 mL, 1,5 g das amostras foram pesados e
completados com ambos os tamp&es. As amostras foram homogeneizadas por 10 segundos e
logo depois, permaneceram em repouso por 25 minutos. Apos este periodo, as amostras foram
filtradas e apds completar 30 minutos da adi¢cdo do tampdo, as amostras foram lidas a 510,
520 e 700 nm. Para a quantificagdo das antocianinas totais foram consideradas as
absorbancias de 510 e 700 nm com a solucdo de pH 1,0. Para a quantificacdo das

antocianinas monomeéricas foram consideradas as absorbancias a 510 e 700 nm das amostras
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diluidas nas solugdes tampéo pH 1,0 e 4,5. Os resultados foram expressos em mg cianidina 3-
glicosidio/ 100g de extrato.

44. ENSAIO CELULAR

Todos os ensaios celulares foram realizados no Laboratério de Proliferacdo e

Diferenciacdo Celular (Instituto de Ciéncias Biomédicas, UFRJ).

4.4.1. Cultivo Celular

As células HepG2 foram descongeladas (10° células) e cultivadas em meio de cultura
DMEM (Dulbecco Modified Eagle Medium), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB). As células foram mantidas em estufa com atmosfera controlada, contendo 5% de CO»,

e temperatura 37 °C.

A citotoxicidade do extrato de residuos concentrado também foi avaliada em células
normais de fibroblastos humanos (BEAS). Essas células foram cultivadas em meio de cultura
RPMI, suplementado com 10% SFB. As células foram mantidas em estufa com atmosfera

controlada, contendo 5% de CO,, e temperatura 37 °C.

4.4.2. Avaliagdo da viabilidade celular

Para os ensaios de viabilidade celular pelo método do MTT, as células foram
plaqueadas em placas de 12 pocos (~10°/poco) e ap6s 48 horas, diferentes concentracdes de
etanol (veiculo), EB ou EC foram adicionadas aos pog¢os, conforme descrito na Tabela 4. A
concentracdo do EB e do EC foi baseada no teor de sélidos totais. Dado que o etanol foi a
solugéo extratora dos compostos bioativos do bagaco de uva (ver se¢do 4.2, Obtencdo dos
Extratos), a mesma concentracdo deste solvente foi utilizada nos ensaios controle para

certificarmos os potenciais efeitos celulares dos compostos bioativos per se.
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Tabela 4. Condicdes de tratamento das células HepG2 com etanol e extratos bruto e concentrado.

Amostra Concentragéo

1,5 uL/ mL

3,0 uL/ mL

6,0 uL/ mL

Etanol 7,5 uL/ mL

15,0 uL/ mL

30,0 pL/ mL

45,0 uL/ mL

5,4 ug/ mL

13,5 pg/ mL

Extrato Bruto 27,0 pg/ mL

54,0 pg/ mL

81,0 pg/ mL

84,5 pg/ mL

Extrato Concentrado 169,0 pg/ mL

338,0 pg/ mL

Para o teste de viabilidade celular pelo método de MTT, foram utilizadas as seguintes
solugdes de trabalho: MTT (0,05 mg/mL) em BSS (Balanced Saline Solution) e isopropanol
acido (0,01 N HCI).

As células foram incubadas com etanol/extrato por 1, 5 ou 24 horas, 0 meio de cultura

foi retirado e as células foram incubadas com 1 mL por poco da solugdo de MTT, a 37 °C por
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2h. Apds este periodo, a solucdo de MTT foi removida e foi adicionado 1 mL de uma solucédo
de isopropanol &cido para solubilizar os cristais de formazan. Ap6s a solubilizacdo dos
cristais, esta solucdo foi centrifugada, o precipitado descartado e 100 pL do sobrenadante
foram transferidos para uma placa de 96 pocos. A absorbancia foi lida a 570 nm e 650, para

subtracdo do background, em um leitor de microplacas (VictorX3, Perkin Elmer).

Os ensaios com o reagente CTB foram realizados de acordo com as instru¢des do
fabricante (Promega). O ensaio por CTB é mais sensivel do que o método do MTT e,
portanto, uma densidade celular menor é necessaria para deteccdo da variacdo do estado de

oxidagdo dos compostos.

Em placa de 96 pocos foram plaqueadas 10* células por poco e ap6s 48 horas as
células foram incubadas com o etanol ou extrato nas concentracdes apresentadas na Tabela 4,
por 1, 5 ou 24 horas. Apo6s o periodo de incubacdo, o meio contendo o extrato/etanol foi
removido e foi adicionado DMEM + 20% do reagente por pogo (80 pL DMEM + 20 pL
reagente). As células foram incubadas a 37 °C, por 1 hora. Ap6s o periodo de incubacéo, as
células foram levadas ao leitor de microplacas para a leitura da fluorescéncia, com excitacéo a
550 nm e emissdo a 570 nm. Nos dois métodos utilizados, as condi¢cdes que diminuirem a
absorbéancia em mais de 10% quando comparada ao controle serdo consideradas citotoxicas
(Mosmann, 1983).

4.4.3. Microscopia

As células da linhagem HepG2 foram fotografadas, com aumento de 200 x, ap6s cada
periodo de incubacdo, com microscopio invertido CKX41 (Olympus) e camera digital Q-

Color 5 (Olympus), para analisar o efeito do extrato sobre a morfologia das células.

4.4.4. Ensaio de apoptose

Para os ensaios de apoptose apenas 0 extrato concentrado foi testado. Em uma placa
de 12 pocos foram plaqueadas 8,5 x 10” células por poco em meio DMEM suplementado com
10% de SFB, a 37 °C e 5% de CO,. Ap0s 48 horas, as células HepG2 foram incubadas com o
extrato concentrado/etanol nas mesmas concentra¢fes usadas no teste de viabilidade (Tabela
4), por 5 horas a 37 °C e 5% de CO,. Apbs o periodo de incubacdo, 0 meio contendo o
extrato/etanol foi retirado, as células foram lavadas com PBS (phosphate buffered saline) e as
células foram tripsinizadas. Apds soltarem do fundo da placa, as células foram centrifugadas

por 5 minutos, a 2000 rpm. O sobrenadante foi jogado fora e as células foram ressuspendidas
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em 100 pL de solugdo tamp&o do kit Anexina V FITC. A placa, foram adicionados 5 pL de
Anexina V por poco, envolta em papel aluminio e colocada a 4°C por 15 minutos. Em
sequida, 10 pL de iodeto de propidio foram adicionados em cada poco e a placa ficou em
repouso por mais 10 minutos. A suspensdo contendo as células marcadas foi transferida para
tubos especificos para leitura em citbmetro de fluxo, onde foram adicionados 300 pL da
solucdo tampdo do kit. Foi realizada leitura de 20.000 células no citbmetro de fluxo
(FACScalibur). O programa utilizado para leitura foi Cell Quest e o programa utilizado para
analise WinMDI 2.9.

4.4.5. Ensaio de capacidade antioxidante celular (CAC)

Para o0 ensaio de capacidade antioxidante celular, as seguintes solucdes foram
preparadas: DCFH-DA 50 uM em BSS , antimicina A 2 pg/ mL em etanol. As
concentragdes de EC utilizados foram 84,5, 169 e 338 ug/mL (Tabela 4) e de Acido Galico
100; 200; 400 e 500 UM em BSS.

Antimicina A foi utilizada para induzir a produgdo de ROS intramitocondrial, pois este
composto atua como inibidor do complexo |1l da cadeia transportadora de elétrons e estimula
a transferéncia de elétrons do complexo Il e do complexo | para o oxigénio, promovendo a
producdo de anion superoxido e peréxido de hidrogénio. Portanto, a antimicina A foi utilizada
para induzir a oxidacdo maxima da sonda DCFH.

O composto fenodlico &cido galico, com propriedades antioxidantes conhecidas, foi
utilizado para avaliar o potencial celular maximo de prevencdo da oxidacdo da sonda DCFH.
Concentracfes distintas de acido galico foram utilizadas para a construcdo da curva de
calibracdo e para avaliar o potencial antioxidante das células HepG2. O potencial antioxidante
do extrato dos residuos da uva foi expresso em equivalentes de éacido galico, conforme
descrito por Wolfe e Liu (2007).

As células HepG2 (10* /pogo) foram plagueadas em placas de 96 pogos e 48 horas
apos o subcultivo, foram incubadas com o extrato/etanol + 50 UM de DCFH-DA, e mantidas a
37 °C por 1 hora, protegidas da luz. Em seguida, as células foram lavadas com BSS e
incubadas com antimicina A. A fluorescéncia foi lida logo em seguida, em modo cinético, por

2 horas a cada 5 minutos, com emissdo a 538 nm e excitacdo a 485 nm.
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4.4.6. Andlises estatisticas

Os resultados da quantificacdo dos compostos bioativos e da capacidade antioxidante
foram submetidos a analise estatistica descritiva, média e erro padrdo, analise de variancia
(ANOVA) e poés-teste de Tukey, usando o programa GraphPad Prism 6. Resultados com

valores de P < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. ENSAIOS QUIMICOS

5.1.1. Capacidade antioxidante total

Na tabela 5, sdo apresentados os valores encontrados nos ensaios de capacidade
antioxidante, TEAC, ORAC e TRAP.

Tabela 5. Valores do potencial antioxidante dos extratos.

TEAC ORAC TRAP
(umol Trolox/ 100g  (umol Trolox/ 100g  (umol Trolox100g
Amostra
do extrato do extrato do extrato
média £ EP) média £ EP) média + EP)
Extrato Bruto 204,89 £ 9,60 95,57 £ 501,60 1644,00 * 49,20

Extrato Concentrado  1644,00 + 19,80* 560,80 + 404,40* 7332, 00 + 144,00*

TEAC: Ensaio de CAT (Trolox equivalent antioxidant capacity) onde o ABTS" é sonda e radical iniciador;
ORAC: Ensaio de CAT (Oxygen radical antioxidant capacity) onde o AAPH" ¢ o radical e a fluoresceina é
sonda fluorescente; TRAP (Total radical-trapping antioxidante parameter) onde o0 ABTS" é a sonda e 0 AAPH"

é o radical iniciador. (*, p< 0,05).

A atividade antioxidante dos extratos foi determinada pelos métodos ORAC, TEAC e
TRAP. Como esperado, a atividade do extrato concentrado foi significativamente mais
elevada quando comparada a atividade antioxidante do extrato bruto. Os resultados
corroboram para o emprego de mais de uma metodologia para a determinacdo da capacidade
antioxidante, devido aos diversos mecanismos de acdo dos compostos bioativos. Testes de
aplicacdo pratica também vém sendo muito apreciados para avaliar 0s extratos, 0s quais por

apresentarem distintas classes de compostos bioativos podem apresentar sinergismos.

Pelegrini et al. (2003) avaliaram a capacidade antioxidante de diversas frutas, bebidas
e vegetais. Dentre as frutas, foram analisadas uvas brancas e tintas, chegando ao resultado de
TEAC e TRAP, respectivamente, 2,48 ¢ 1,59 umol Trolox/ kg da fruta, para uvas brancas, e
3,85 e 2,50 umol Trolox/ kg da fruta, para uvas tintas. Dado que os autores realizaram quatro
extragdes totais (duas com &gua e duas com acetona como solucfes extratoras), os resultados

da presente dissertacdo indicam que a extragcdo dos compostos biativos foi eficiente visto a
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alta capacidade antioxidante dos extratos bruto e concentrado. Assim como descrito na se¢io
material e métodos, somente uma extracdo foi realizada utilizando apenas uma solugédo
extratora, etanol: agua (30: 70). A escolha da solucéo extratora deste trabalho se deve ao fato

do etanol ser um solvente ndo tdxico e de facil recuperacao.

Com o objetivo de analisar a capacidade antioxidante de vinhos branco e tinto,
Serafini et al. (1998) usaram 0 método TRAP e obtiveram os seguintes resultados: 1,9 e 40,0
umol Trolox/ mL, para branco e tinto, respectivamente. Ao comparar 0s valores encontrados
com os extratos concentrados para os dois tipos de vinhos, observamos que foram menores do
que os valores obtidos no presente trabalho, indicando, mais uma vez, a alta eficiéncia de
extracdo e a preservacdo de compostos bioativos com atividade antioxidante nos residuos da

vitivinicultura.

Ao comparar a capacidade antioxidante dos extratos bruto e concentrado descrita no
presente trabalho com os resultados obtidos por Seeram et al. (2008) para o vinho tinto
observamos um menor potencial antioxidante do extrato bruto, sendo os valores de ORAC e
TEAC , 24,0 e 17,1 umol Trolox/ mL, respectivamente. Pode-se especular que esta diferenca
seja decorrente do processo de vinificacdo tinta, na qual o bagaco permanece no mosto
durante a fermentacdo alcodlica por até 7 dias, o que pode favorecer a extracdo dos
compostos bioativos pelo etanol produzido neste processo. Por outro lado, o bagaco utilizado
no presente trabalho é proveniente de uva tinta vinificada em branco, onde, logo ap6s a
prensagem das uvas o0 bagaco é removido, diminuindo a possibilidade de extracéo

preservando o elevado teor destes compostos bioativos

No estudo realizado por Chamorro et al. (2012), que avaliaram extrato de bagacgo de
uva quanto a atividade antioxidante por TEAC, foi observado um valor maior ao encontrado
no presente trabalho, 0,184 mmol Trolox/ g de matéria seca. Essa diferenca se deve,
possivelmente, ao método de preparacdo da amostra para analise onde o bagaco de uva foi
seco e pulverizado, e o pé foi usado nas anélises, sendo possivel medir o méaximo da

capacidade antioxidante do bagago.

Cataneo et al. (2008) estudaram o potencial antioxidante do residuo agroindustrial da
producdo de vinho pelo teste de TEAC e obtiveram o resultado de 98,92 pmol Trolox/ g da
amostra. Apesar de a capacidade antioxidante ser mais elevada quando comparada a
encontrada no presente trabalho, alguns aspectos metodologicos necessitam ser considerados.
As amostras foram submetidas a dois tratamentos térmicos (80 °C/ 10 minutos para inativacao

de enzimas e 45 °C/ 4 horas para secagem da amostra). Em um estudo anterior ja foi
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demonstrado que o tratamento térmico aumenta a solubilidade dos compostos fenolicos (Lee
et al., 2003), rendendo um extrato com maior potencial antioxidante.

Stockham et al. (2013) analisaram marcas diferentes de vinhos tintos quanto a
capacidade antioxidante usando o método ORAC e encontraram um valor médio de 5,5 pmol
Trolox/ mL da amostra, sendo este valor superior somente ao encontrado no presente trabalho
para o extrato bruto. Este dado indica, mais uma vez, a eficiéncia de extragdo dos compostos
bioativos dos residuos de uva e mostra a importancia da concentracdo da amostra para

aumentar seu potencial antioxidante.

Todos esses dados indicam que os métodos utilizados nesta dissertacdo para avaliar a
capacidade antioxidante dos extratos de residuos da vitivinicultura brasileira sdo apropriados.
Esses dados também mostram que tanto o teor de compostos bioativos como a eficiéncia de
extracdo destes compostos dependera dos métodos de obtencdo dos residuos e de preparagédo
dos extratos. Em funcédo dos resultados obtidos na presente dissertacdo pode-se afirmar que os
residuos utilizados apresentaram um alto teor de compostos bioativos, dada a elevada
capacidade antioxidante recuperada dos extratos, comparada tanto com resultados prévios de

extratos de residuos como de extratos de uva e vinho tintos.

5.1.2. Quantificacdo dos compostos fendlicos

Na tabela 6, sdo apresentados os valores de fendlicos totais (FeT), flavonoides totais
(FlaT) e antocianinas totais (AT) e antocianinas monomeéricas (AM).

Tabela 6. Valores da quantificacdo dos compostos bioativos presentes nos extratos.

o _ Antocianinas
Antocianinas Totais

Fendlicos Totais Flavonoides Totais Monoméricas (mg
(mg cianidina 3- o
(mg EAG/100gdo  (mg EC/ 100g do o cianidina 3-
Amostra glicosidio/ 100g do o
extrato extrato glicosidio/ 100g do
extrato
média + EP) média + EP) - extrato
média + EP) )
média x EP)
Extrato Bruto 889,0 + 8,2 580,0 £ 31,4 187,0+ 11,0 160,0 £ 11,8
Extrato Concentrado ~ 4738,0 + 524,0* 1475,0 £ 27,7* 1055,0 £ 72,7* 914,0 £ 74,5*

*, p< 0,05
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Os resultados obtidos mostram que os extratos de bagaco de uva apresentam teores
elevados dos compostos bioativos analisados e que a concentragdo do extrato pelo processo de

nanofiltracdo resultou em um aumento significativo destes teores.

Negro et al. (2003) avaliaram FeT em residuos da vitivinicultura extraidos com etanol
acidificado e encontraram teores 50% inferiores aos encontrados no presente trabalho,
indicando que a extracdo alcodlica utilizada mostrou-se eficiente na recuperacdo destes
compostos bioativos. O trabalho de Li Fu et al. (2011) teve como objetivo avaliar e
quantificar os componentes fendlicos de diferentes tipos de frutas, dentre elas a uva. Os
resultados do presente trabalho foram maiores, levando em consideragdo que 0s extratos
utilizados no trabalho citado foram da fruta sem a casca e o0s extratos deste trabalho foram de
bagaco de uva, composto principalmente pelas cascas e sementes. Cliff et al. (2007) estudou
vinhos de diferentes marcas para caracterizar o perfil de compostos bioativos da bebida. Os
resultados para fendlicos totais foram 93,2; 102,5; 105,5 e 106,3 mg equivalente de &cido
galico/ 100 mL da amostra. Os resultados de antocianinas totais foram 0,242; 0,350; 0,401 e
0,476 mg malvidin-3-glucoside/ 100 mL de vinho, antocianinas monoméricas foram 0,072;
0,109; 0,126 e 0,168 mg malvidin-3-glucoside/ 100 mL de vinho. Os resultados de fendlicos
totais, antocianinas totais e monoméricas foram inferiores ao deste trabalho, isso pode ser
explicado pelo método utilizado que foi com uma solucdo de dioxido de enxofre e

acetaldeido.

O trabalho de Abe et al. (2007) focou a identificacdo e a quantificacdo de compostos
bioativos da uva. Para isto os autores determinaram o teor de fendlicos totais, antocianinas
totais e flavonodides totais. Os resultados variaram de acordo com o cultivar da fruta. Os
resultados para fendlicos totais foram na faixa de 65- 391 mg equivalente de &cido galico/
100g da fruta; os de antocianinas totais foram 18- 248 mg cianidina-3-glicosideo/ 100 g da
fruta e os de flavondides totais foram 4,5- 182,0 mg de agliconas/ 100g da fruta. Os resultados
encontrados neste trabalho estdo de acordo com os de Abe et al., mesmo nédo sabendo quais

cultivares presentes no bagaco utilizado neste trabalho.

No trabalho de Cataneo et al. (2008) o objetivo foi quantificar os compostos fendlicos
de diferentes extratos de residuos agroindustriais da producdo de vinho. Diferentes condicGes
de tratamentos térmicos foram aplicadas aos extratos e a condigdo que melhor extraiu os
compostos fendlicos foi a de 45 °C por quatro horas, alcancando o valor de 207 mg
equivalentes de acido galico/ 100g da amostra seca. O fator de usar tratamento térmico na

preparacdo da amostra pode ter facilitado a conversdo de compostos fendlicos insolUveis em
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soluveis, porém quando comparado ao extrato concentrado este teve a quantidade de

compostos fenolicos vinte vezes maior.

Com o objetivo de analisar apenas 0s compostos presentes nas cascas de uvas, Luque-
Rodriguez et al. (2007) avaliaram cascas provenientes de bagaco de uva da fabricacdo de
vinho. Fizeram andlises de fendlicos totais, antocianinas totais e de flavonois, que é uma
classe dos flavonoides. As cascas foram secas a 40 °C por 24 horas antes da quantificagdo, e
como resultados os autores encontraram de fendlicos 126 mg equivalentes de acido galico/ g
de casca seca para fenolicos totais, 17 mg equivalentes de cianidina-3-glicosideo/ g de casca
seca para antocianinas totais e 35 mg equivalentes de catequina/ g de casca seca para
flavondis. Os teores encontrados foram inferiores ao deste trabalho, apesar de ter um
tratamento térmico antes de fazer a quantificacdo dos compostos, assim como no trabalho de
Cataneo et al. (2008), mas no presente trabalho a extracdo foi feita de todo o bagaco, casca,

semente e engaco.

Sun et al. (2002) determinaram o teor e o perfil de compostos fendlicos de diversas
frutas, dentre elas a uva tinta. O valor encontrado de fendlicos totais na uva tinta de 182 mg
equivalentes de acido galico/ 100 g de uva, sendo este valor menor que o encontrado neste
trabalho para os extratos bruto e concentrado. A forma de extracdo dos compostos fendlicos
da uva foi diferente da usada para extrair os compostos fenolicos do bagaco, a solucéo
utilizado no trabalho citado foi acetona 80 %, que foi evaporada e o extrato foi reconstituido
com éagua, concentrando desta forma o extrato da uva, o que justifica o maior teor de
compostos fendlicos no extrato da uva, mas seu valor foi inferior ao extrato concentrado neste
trabalho. Mostrando que o método para concentracdo do extrato, por nanofiltracdo, foi eficaz

na conservagdo dos compostos bioativos presentes no mesmo.

Com os resultados obtidos em relacdo a quantificacdo dos compostos bioativos e do
potencial antioxidante dos extratos, podemos afirmar que este método de extracdo dos
compostos fendlicos é eficaz, conservando suas propriedades e que o método de concentragao
do extrato tambeém se mostrou eficaz ao concentrar e manter a caracteristica dos compostos

bioativos quanto ao potencial antioxidante.
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5.2. ENSAIO CELULAR
5.2.1. Extrato bruto
5.2.1.1.  Viabilidade Celular
Com a finalidade de verificar qual seria a melhor condicéo de trabalho com as células
HepG2 e com os extratos, foram feitos testes de viabilidade celular.

O primeiro teste feito foi com o tempo de incubacdo de 24 horas com o extrato bruto.
A Figura 13 mostra o grafico com os resultados da viabilidade celular e os resultados da
analise estatistica. Nao foi possivel analisar as células incubadas com a maior concentracao de

etanol (45 pL/ mL), visto que as células estavam soltas do fundo da placa.
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Figura 13. Efeito do etanol sobre a viabilidade celular das células da linhagem HepG2 (24 h). As células
HepG2 foram incubadas por 24 horas com o etanol, nas concentragdes indicadas e a viabilidade foi avaliada pelo
ensaio de reducdo do MTT, como descrito na Se¢do 4.4.2. Os resultados sdo expressos como média e erro padréo
(n=3). *** p< 0,001 (ANOVA com pbs-teste de Tukey), comparado as células controle sem etanol.

Pode-se observar na Figura 13, que o tratamento das células HepG2 com etanol na
concentracdo 3,0 pL/ mL alterou de forma positiva a viabilidade celular, aumentando em
47%. N&o houve alteracdo significativa da viabilidade na concentragdo de 7,5 pL/ mL no
tempo de 24 horas. O tratamento das células com o etanol na concentragdo de 15 pL/ mL
promoveu uma reducdo significativa da viabilidade celular, mas ndo foi considerado
citotoxico, pois diminuiu em 8% a viabilidade celular. O tratamento com etanol na
concentragdo de 30 pL/ mL promoveu uma reducdo significativa da viabilidade em 70%,
sendo considerado citotoxico. Cameron et al. (1998), ao investigar a citotoxicidade do etanol
em HepG2, viu a viabilidade celular diminuir 68% ao expor as células a uma concentragéo de

etanol de 80 mM, num periodo de incubacdo de 24 horas. Ao incubar essas celulas por mais
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24 h com etanol, a viabilidade diminuiu em 79%. Mostrando que o uso de etanol causa danos
em células HepG2, proporcional a concentra¢do em que é utilizado (Neuman et al., 1993). Por

outro lado, em concentracfes mais baixas, apresenta uma resposta proliferativa.

A Figura 14 apresenta o grafico com os resultados do teste de viabilidade celular apos
a incubacdo com o extrato bruto por 24 horas. As células incubadas com a maior concentracdo
de extrato bruto, 81 pg/ mL de solidos totais, ndo foram analisadas, pois 100% das células ndo

estavas viaveis. O controle para as células incubadas com extrato foi o etanol.
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Figura 14. Efeito do extrato hidroetandélico de residuo da vitivinicultura bruto sobre a viabilidade celular
da linhagem HepG2 (24 h). As células foram incubadas por 24 horas com o extrato bruto, nas concentragfes
indicadas e a viabilidade foi avaliada pelo ensaio de reducdo do MTT, como descrito na Se¢do 4.4.2. Os
resultados sdo expressos como média e erro padrdo (n= 3). *** p < 0,001 (ANOVA com pds-teste de Tukey),
comparado as células controle com etanol.

No gréfico do efeito do extrato bruto na viabilidade celular (Figura 14), pode-se
observar que todas as concentracdes do extrato bruto alteraram a viabilidade de maneira
significativa no tempo de 24 horas. Todas as condi¢des do extrato testadas diminuiram mais
de 10% a viabilidade celular de HepG2, sendo consideradas citotoxicas para as células. Com
esses resultados, concluimos que nenhuma das condigdes testadas foi considerada adequada

para trabalhar com as células, pois foram consideradas citotoxicas para as células de HepG2.
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5.2.1.2.  Microscopia

Ap0s cada periodo de incubagdo, foram tiradas fotos das células com um microscopio
invertido com contraste de fase. A Figura 15 mostra as fotos das células incubadas com o

etanol e extrato bruto, por 24 horas.

Podemos observar que o extrato bruto modificou a morfologia de HepG2, mesmo na
menor concentracdo (5,4 ug de sélidos totais/mL de meio) e que o etanol, na concentragdo
mais baixa, ndo teve efeito sobre as células. Porém ao aumentar o volume de etanol no meio,
este comecou a afetar as células da mesma forma que o extrato, tornando a leitura dos

resultados confusa, pois ndo é possivel distinguir os efeitos do etanol e do extrato nas células.
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Controle

Etanol Extrato

435 ug/ mi

15,0 puL /mL 27,0 ng/ mL

30,0 pL/ mL 54,0 ug/ mL

45,0 pL/ mL

Figura 15. Microscopia de contraste de fase das células HepG2 incubadas com etanol (controle pareado) e
extrato hidroetandlico de residuo da vitivinicultura por 24 horas. As concentragdes do extrato bruto (ug de
solidos totais/mL de meio de cultura) estdo indicadas na area das fotografias. As concentracGes de etanol
(ML/mL de meio de cultura; apresentadas na area das fotografias) foram pareadas aquelas usadas nas células com

0 extrato bruto (controle pareado). Todas as fotografias foram registradas com aumento de 100 x.
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Com o0 aumento da concentracao e, consequentemente, o aumento do efeito do etanol e
do extrato nas células, observamos que além de modificar a morfologia de HepG2, as células
comecaram a soltar do fundo do poco da placa. Este fato pode indicar morte celular, pois a
HepG2 é uma célula aderente, ou seja, a aderéncia da célula ao fundo da placa é fundamental

para sua sobrevivéncia.

5.2.2. Extrato Concentrado

5.2.2.1. Viabilidade Celular

A Figura 16 apresenta o grafico com os resultados do teste de viabilidade celular de

HepG2 apobs o tratamento com o etanol por 1 hora.
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Figura 16. Efeito do etanol sobre a viabilidade celular da linhagem HepG2 (1 h). As células foram incubadas
por 1 hora com etanol, nas concentra¢des indicadas e a viabilidade foi avaliada pelo método de reducéo do CTB,
como descrito na Se¢do 4.4.2. Os resultados sdo expressos como média e erro padrdo (n=3). *, p< 0,05; ***, p <

0,001 (ANOVA com pos-teste de Tukey), comparado as células controle sem etanol.

Ao observar o grafico da Figura 16, concluimos que nenhuma concentragéo do etanol
alterou a viabilidade celular de HepG2. Portanto, fizemos uma média das concentracfes de

etanol para utilizar como controle das células incubadas com extrato concentrado.

A Figura 17 mostra o grafico com os resultados do ensaio de viabilidade celular apds o

tratamento com o extrato concentrado com o periodo de incubacdo de 1 hora.
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Figura 17. Efeito do extrato de residuo da vitivinicultura concentrado por nanofiltracdo sobre a
viabilidade celular da linhagem HepG2 (1 h). As células foram incubadas por 1 hora com o extrato
concentrado, nas concentragdes indicadas e a viabilidade foi avaliada pelo método de reducédo do CTB, como
descrito na Segdo 4.4.2. Os resultados foram expressos como média e erro padrdo (n=3). *, p < 0,05 (ANOVA

com pos-teste de Tukey), comparado as células controle.

Como podemos ver no grafico de viabilidade celular (Figura 17), nenhuma das
condicBes testadas com o extrato concentrado foi considerada citotdxica para as células, pois
ndo afetou de forma negativa o metabolismo das células HepG2. Crespo et al. (2008) testaram
a viabilidade celular da linhagem CHL, uma linhagem de células derivadas de hepatocitos
humanos, com 0 composto quercetina nas concentragdes 5, 25 e 50 UM por 2 horas de
incubagdo. A condicdo 50 puM diminuiu a viabilidade de CHL em 11%, sendo a Unica
considerada citotoxica para a célula, as outras condi¢cBes ndo interferiram na viabilidade
celular de CHL, assim como as concentracGes do extrato concentrado testadas com o tempo
de 1 hora de incubacdo. Kim et al. (2013) analisaram a citotoxicidade de trés diferentes
fracOes de extratos de sementes de uva em células da linhagem HepG2. As fragbes: CFE
(extrato rico em polifendis), OPF (fracdo contendo procianidina oligomérica) e PPF (fracdo
contendo procianidina polimeérica), com tempo de incubacdo de 6 horas. Eles constataram que
nenhuma das fragdes interferiu na viabilidade celular de HepG2, os resultados corroboram
com o encontrado no presente trabalho. O resultado do ensaio de viabilidade celular para 1
hora de incubacdo nos mostra uma possivel condicdo de trabalho com células e extrato

concentrado.
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A Figura 18 mostra o gréfico com os resultados do teste de viabilidade celular apés o

tratamento com o extrato concentrado por 5 horas.
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Figura 18. Efeito do extrato de residuo da vitivinicultura concentrado por nanofiltragdo sobre a
viabilidade celular da linhagem HepG2 (5 h). As células foram incubadas com o extrato concentrado por 5
horas, nas concentragdes indicadas e a viabilidade foi avaliada pelo ensaio de reducéo do MTT, como descrito na
Sec¢do 4.4.2. Os resultados foram expressos como média e erro padrdo (n= 3). Letras diferentes sobre as barras
indicam diferencas significativas com a concentragdo imediatamente inferior de solidos totais. **, p< 0,01; ***,
p< 0,001 (ANOVA com pos-teste de Tukey) comparado ao seu controle pareado quanto a concentracdo de
etanol.

Assim como o tempo de 1 hora de incubacao, as diferentes concentracfes estudadas de
etanol ndo diminuiram a viabilidade celular, ndo tendo diferenca significativa entre as

concentracgdes de etanol.

Ao observar a Figura 18, vemos que o tratamento das células HepG2 com o extrato
concentrado na concentracdo de 84,5 pg/ mL ndo alterou a viabilidade celular de maneira
significativa. Entretanto, a exposicao das células ao extrato concentrado nas concentracfes de
169,0 e 338,0 ug/ mL promoveu uma reducgédo significativa da viabilidade de 16 e 24%,
respectivamente. Foi observado que ao aumentar a concentracdo do extrato concentrado, a
viabilidade de HepG2 diminui, podendo concluir que o efeito do extrato é dose dependente.
Ramos et al. (2008) analisaram a citotoxicidade do composto quercetina em células da
linhagem HepG2 e constataram que apds um periodo de 72 horas de incubagdo, 0 composto
na concentragdo 100 uM diminuiu a viabilidade de HepG2 em 28,1%, valor aproximado ao
encontrado para a maior concentracdo de extrato testada (338,0 pg/ mL). Fernandez-Peréz et
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al. (2012) usaram resveratrol proveniente de uvas tintas para avaliar a viabilidade de outro
modelo de linhagem celular, a linhagem Jukart, que sdo células derivadas da leucemia aguda
de células T. Este composto, na concentracdo de 100 uM, diminuiu a viabilidade celular em
até 75%, num periodo de 24 horas de incubacdo. Os resultados de Ramos et al. (2008) e
Fernandez-Peréz et al. (2012) mostram que os resultados do presente trabalho estdo de acordo
com a literatura. Podemos concluir que compostos fenolicos alteram negativamente a

viabilidade celular, dependendo da sua concentracdo e o tempo de exposicao.

A Figura 19 apresenta o grafico com os resultados do teste de viabilidade celular apos

o tratamento com o etanol por 24 horas.

1501

/3 1,5 pl/ mL
:g = 3,0 uL/ mL
1
§ 100 Bl 6,0 pL/ mL
$
Py
<
<
= 50
=
3
>
0 T Y

Figura 19. Efeito do etanol (24 h) sobre a viabilidade celular da linhagem HepG2. As células foram
incubadas por 24 horas com o etanol, nas concentragdes indicadas e a viabilidade foi avaliada pelo ensaio de
redugdo do MTT, como descrito na Se¢do 4.4.2. Os resultados foram expressos como média e erro padréo (n=3).
Né&o houve diferencas significativas (ANOVA com p0s-teste de Tukey).

Na Figura 19, pode-se observar que o tratamento das células de HepG2 com etanol
nédo alterou a viabilidade celular, mesmo com 24 horas de incubagéo. Este resultado, assim
como os resultados dos outros tempos de incubacdo (1 h e 5 h), nos certifica que qualquer

modificagdo com as células foi devido aos compostos presentes no extrato concentrado.

A Figura 20 mostra o grafico com os resultados do teste de viabilidade celular apés o

tratamento com o extrato concentrado por 24 horas.
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Figura 20. Efeito do extrato de residuo da vitivinicultura concentrado por nanofiltracdo sobre a
viabilidade celular da linhagem HepG2 (24 h). As células foram incubadas por 24 horas com o extrato
concentrado, nas concentracfes indicadas e a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de redugdo do MTT,
como descrito na Se¢do 4.4.2. Os resultados foram expressos como média e erro padrdo (n= 3). Letras diferentes
sobre as barras indicam diferencas significativas com a concentracdo imediatamente inferior de sélidos totais.
*** p< 0,001 (ANOVA com poés-teste de Tukey) comparado ao seu controle pareado quanto & concentracdo de

etanol.

Podemos observar que o tratamento das células HepG2 com o extrato concentrado nas
concentracdes de 84,5; 169,0 e 338,0 ug/ mL promoveu uma reducdo significativa da
viabilidade de 25, 64 e 75%, respectivamente. Assim como no periodo de 5 horas, podemos
observar que ao aumentar a concentracdo do extrato, diminuimos a viabilidade celular de
HepG2. O resultado da analise estatistica indica diferenca significativa entre as diferentes
concentragOes de extrato, mostrando que o efeito na viabilidade celular diminui de acordo

com o aumento da concentracao de sélidos totais.

Valdameri (2012) testou o composto flavona para avaliar seu efeito sobre a viabilidade
das células HepG2, com tempos de incubacdo de 24, 48, 96 e 144 horas. Com o tempo de
incubacdo de 96 horas com 100 uM de flavona, a viabilidade celular de HepG2 diminuiu
62,2% e com 144 horas de incubacdo do mesmo composto na mesma concentracdo, a
viabilidade celular diminuiu 70,8%. Esses valores da viabilidade foram os que mais se
aproximaram dos resultados encontrados no presente trabalho, porém com um tempo menor
de incubacdo. Scoparo (2012) analisou o composto hispidulina, que € um tipo de flavona.
Com o tempo de incubacao de 24 horas, 0 composto nas concentracdes de 50, 100 e 200 uM
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diminuiu a viabilidade de HepG2 em 24, 45 e 53%, respectivamente. Valores proximos aos
encontrados no presente trabalho, porém somente ap6s o periodo de 48h, com uma
concentracdo de 200 pM, a hispidulina diminuiu em 68% a viabilidade celular, resultado que
foi alcancado com 24 horas de incubagdo quando foi utilizado o extrato concentrado. Os
resultados encontrados por Valdameri (2012) e Scoparo (2012), citados acima, precisaram de
mais tempo de incubagdo com o composto estudado para a diminuigédo da viabilidade celular
de HepG2, isto pode ser explicado pelo uso apenas de um composto isolado para testar a
viabilidade celular, necessitando de um tempo maior para diminuir o numero de células
viaveis, ja no nosso trabalho a viabilidade de HepG2 foi testada por um extrato que contém
um conjunto de compostos bioativos, ndo apenas um composto isolado. Garcia-Alonso et al.
(2006) com o objetivo de modular o efeito de fracdes de sucos de uva ricas em compostos
fenolicos, testou a viabilidade destes sucos em células da linhagem HepG2. As células
ficaram incubadas por trés horas com sucos contendo diferentes teores de fenolicos totais (2,
10, 20 e 30 pg/ mL), entdo as células foram lavadas e foi adicionado ao pogo meio de cultura
contendo peroxido de hidrogénio, as células ficaram 24 horas incubadas e o teste de MTT foi
realizado. O suco de uva com a concentracdo de 10 pg/ mL de fendlicos totais e 25 uM de
H.0,, diminuiu a viabilidade de HepG2 em 25%, sendo este um valor semelhante ao
encontrado no nosso trabalho para a concentracdo de 84,5 ug/ mL do extrato concentrado
mostrando, portanto, que os resultados encontrados no presente trabalho corroboram com

encontrado na literatura.

Apds a analise dos resultados dos ensaios de viabilidade celular para os periodos de
incubagdo de 1, 5 e 24 horas com o extrato concentrado, foi possivel escolher a melhor
condigdo para se realizar o ensaio de capacidade antioxidante celular (CAC), utilizando as
seguintes concentracdes para o extrato concentrado: 84,5; 169,0 e 338,0 g de sélidos totais/

mL, incubadas por 1 hora.
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5.2.2.2.  Microscopia

Apos cada periodo de incubacéo das células com o extrato concentrado, foram feitas
fotos das células com um microscopio invertido com contraste de fase. Na figura 21, podemos

ver as fotos das células apés a incubagdo com o extrato concentrado, por 1 hora.

Como podemos observar na Figura 21, as células incubadas com etanol ndo tiveram
mudangas em sua morfologia. As células que foram tratadas com o extrato concentrado nas
concentracdes 84,5 e 169,0 pg/ mL de solidos totais permaneceram com sua morfologia
preservada, ja na concentracdo mais alta (338,0 pg/ mL de soélidos totais) foi observada
mudanga na morfologia, as células ficaram com a forma arredondada, indicando uma menor
aderéncia a superficie dos frascos. Portanto, apesar desta condi¢ao ndo afetar a viabilidade das

células, observamos um efeito importante na morfologia das células HepG2.
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Etanol Controle

3,0 uL/ mL

338,0 ng/ mL

Figura 21. Microscopia de contraste de fase das células HepG2 incubadas por 1 hora com etanol (controle
pareado) ou extrato hidroetanolico de residuo da vitivinicultura concentrado por nanofiltracdo. As
concentragdes do extrato concentrado (g de solidos totais/ mL de meio de cultura) estdo indicadas na area das
fotografias. As concentragdes de etanol (uL/ mL de meio de cultura; apresentadas na area das fotografias) foram
pareadas aquelas usadas nas células com o extrato concentrado (controle pareado). Todas as fotografias foram

registradas com aumento de 200 x.
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A Figura 22 mostra as fotos tiradas das células logo ap6s o periodo de incubacédo de 5

horas com o extrato concentrado e com o etanol.

Controle

s

:338,0 ug / mL

Figura 22. Microscopia de contraste de fase das células HepG2 incubadas por 5 horas com etanol (controle
pareado) ou extrato hidroetanolico de residuo da vitivinicultura concentrado por nanofiltracdo. As
concentragdes do extrato concentrado (ug de solidos totais/ mL de meio de cultura) estdo indicadas na area das
fotografias. As concentragdes de etanol (uL/ mL de meio de cultura; apresentadas na area das fotografias) foram
pareadas aquelas usadas nas células com o extrato concentrado (controle pareado). Todas as fotografias foram

registradas com aumento de 200 x.
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As fotos mostram que com o tempo de 5 horas de incubacdo, as células tiveram uma
leve modificacdo na sua morfologia na concentracdo de 169,0 pug/ mL de solidos totais. Na
concentracdo mais alta de extrato (338,0 pg/ mL), a morfologia celular foi totalmente
alterada, sendo observada a forma arredondada e celulas soltas no meio de cultura. A Unica
condigéo que ndo alterou a forma celular de HepG2 foi na concentragdo mais baixa, 84,5 pg/
mL. Em todas as condi¢Ges testadas do etanol, ndo houve modificacdo na morfologia celular,
indicando que esse efeito na morfologia pode ser atribuido aos compostos presentes no extrato
concentrado. O resultado da morfologia esta de acordo com o da viabilidade celular, no qual
somente a concentracdo mais alta do extrato concentrado foi considerada citotdxica, além
desta alta concentracdo de solidos totais prejudicar o metabolismo de HepG2, ela também
provoca alteracdo morfoldgica. As outras concentracfes de extrato concentrado testadas
foram consideradas ndo toxicas, pois ndo alterou a viabilidade celular no periodo de

incubacéo de 5 horas.

A Figura 23 apresenta as fotos das células tiradas apds o periodo de 24 horas de

incubacdo com o extrato concentrado.
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Etanol - e Extrato

Figura 23. Microscopia de contraste de fase das células HepG2 incubadas por 24 horas com etanol
(controle pareado) ou extrato hidroetandlico de residuo da vitivinicultura concentrado por nanofiltragéo.
As concentragdes do extrato concentrado (pg de solidos totais/mL de meio de cultura) estdo indicadas na area
das fotografias. As concentragBes de etanol (uL/mL de meio de cultura; apresentadas na area das fotografias)

foram pareadas aquelas usadas nas células com o extrato concentrado (controle pareado). Todas as fotografias

foram registradas com aumento de 200 x.
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Entre as condicOes testadas de etanol, nenhuma modificou a morfologia das células,
corroborando os resultados de citotoxicidade (Figura 19). Podemos notar que desde a menor
concentracdo do extrato, a morfologia de HepG2 foi modificada. Observa-se que a célula, que
por natureza fica espraiada na placa, apresenta forma arredondada. Na maior concentracéo do
extrato, 338,0 pg de solidos totais/ mL, as células se encontravam soltas do fundo do poco. Os
resultados observados durante a analise microscopica estdo de acordo com os resultados da
viabilidade celular, onde todas as condicGes testadas para o extrato concentrado se mostraram

prejudiciais a atividade metabolica de HepG2.

5.2.2.3. Ensaio de morte celular

Foi possivel verificar o efeito citotoxico do extrato concentrado nas células HepG2,
levando a morte celular. Para verificar se o processo de morte celular que ocorre é o
apoptotico, fizemos um ensaio com um kit Anexina V-FICT de deteccdo de apoptose. A
Figura 24 apresenta os graficos gerados pelo programa Cell Quest, onde podemos ver o
resultado do ensaio por citometria de fluxo, apds 5 horas de incubacdo com o extrato

concentrado.

De acordo com os graficos, conforme aumentamos a concentracdo do extrato, a
quantidade de células necrosadas também aumenta (quadrante superior esquerdo) e 0 nimero
de células em apoptose tardia (quadrante superior direito) e de células em apoptose inicial
(quadrante inferior direito) diminui. Portanto, pode-se concluir que 0os compostos presentes no
extrato concentrado levam as células HepG2 a morte. Como podemos observar nos graficos,
0s compostos presentes no extrato induzem as células a morte por dois mecanismos

diferentes: apoptose e necrose.
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Fluorescéncia da anexina V

Figura 24. Ensaio de apoptose por citometria de fluxo das células HepG2 incubadas por 24 horas com o
extrato de residuo da vitivinicultura concentrado por nanofiltracdo. Controle sem marcagdo: células
controle sem a marcagéo da Anexina-V e lodeto de Propidio. Controle marcado: células controle marcadas com

Anexina-V e lodeto de Propidio.
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As células incubadas com etanol apresentaram % de células mortas aproximado do
controle, ja as células incubadas com o extrato teve um nimero maior de morte celular, por tal
motivo podemos observar que o aumento da morte celular foi proporcional ao aumento da
concentracdo do extrato. As células marcadas para anexina-V e Pl indicam estagio tardio da
apoptose, que foram 10,25, 8,27 e 4,79% das células para as concentracdes do extrato
concentrado 84,5; 169,0 e 338,0 ug de sélidos totais/ mL, , respectivamente. As células que
ndo foram marcadas para anexina-V, mas foram marcadas para Pl, indicam que as células
estdo num estagio de necrose. Sanchéz (2006) avaliou fracdes com diferentes concentractes
de compostos fendlicos, e concluiu que os compostos fendlicos que estavam presentes nas
fracOes induziram a apoptose de 9% de células A-375 (melanoma humano) e 30% de células
Jurkat (leucemia). Leifert & Abeywadina (2008) analisaram o extrato integral de semente de
uvas, assim como suas fracbes monoméricas, oligoméricas e poliméricas, € 0s compostos
fendlicos de vinho tinto. O extrato, suas fracdes e os compostos fenolicos extraidos do vinho
tinto mostraram induzir o processo de apoptose nas células HT29 e Caco2 (adenocarcinoma
de colon humano), HuTu80 (carcinoma duodenal humano) e HepG2 (hepatocarcinoma
humano). Liu et al. (2011) testaram um novo flavonoide, o composto DEDC, extraido pelo
grupo de pesquisa dos autores da planta Marothelypteris torresiana, quanto a sua capacidade
de induzir as células HepG2 a apoptose. O composto DEDC na concentragdo de 5 pg/ mL
induziu 30% das células HepG2 a apoptose, com um tempo de incubacdo de 4 h. Os
resultados deste trabalho corroboram com os resultados encontrados por Yi et al. (2006), onde
os autores concluiram que fracbes de extratos contendo antocianinas induziram células

HepG2 a apoptose.

Com os resultados encontrados no presente trabalho, podemos concluir que os
compostos fenolicos do extrato concentrado induz as células da linhagem HepG2 a apoptose
em um pequeno periodo de exposicdo (5 horas). Porém a apoptose ndo € o principal
mecanismo de morte celular, visto o grande namero de células mortas por necrose. Este

resultado é importante, uma vez que, a linhagem HepG2 possui caracteristicas cancerigenas.

5.2.2.4.  Ensaio de Capacidade Antioxidante Celular (CAC)

Apo0s os testes de viabilidade celular, foram determinadas as condic¢des de incubacgéo
com os extratos que apresentaram efeitos citotoxicos as celulas HepG2. Para os ensaios de
CAC, escolhemos a condicdo de 1 hora de incubagdo com o EC, visto que este tempo de

incubacdo ndo se mostrou citotoxico com nenhuma das 3 concentragdes de extrato utilizadas.
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Portanto, quaisquer efeitos sobre a CAC nesta condigéo, indicaria a modulagdo do estado
redox celular pelos compostos bioativos dos extratos, sem relacdo com os efeitos citotoxicos.
Como agente indutor das ROS, usamos a antimicina A, que € uma droga que suprime a
respiracdo celular a partir da inibicdo do complexo Ill. A utilizacdo da antimicina A, além de
ser importante para verificar o potencial efeito antioxidante do extrato quando induzimos a
producdo de ROS, o é também para verificarmos se as condi¢des do ensaio estdo apropriadas,
como o tempo de incubacéo e a recuperacdo de fluorescéncia. . Entdo 0 uso da Antimicina A
proporcionou a condi¢cdo maxima de estresse oxidativo da célula e a condicdo sem a droga foi
0 estado “basal” de producdo de ROS A figura 25 mostra o efeito da antimicina A sobre a

oxidacgéo da sonda DCFH.

As trés diferentes concentracdes de etanol foram testadas (1,5; 3,0 e 6,0 pL/ mL)
qguanto a inducdo do aumento da fluorescéncia (condicdo controle). Visto que ndo houve
diferenca significativa entre elas, utilizamos o valor médio das fluorescéncias para as analises

estatisticas.
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Figura 25. Antimicina A oxida a sonda fluorescente DCFH-DA, mostrando-se aplicavel aos ensaios de
capacidade antioxidante celular. As células HepG2 foram incubadas com 50 uM da sonda fluorescente, como

descrito na Se¢do 4.4.5, sem ([J) ou com (M) antimicina A. Os resultados foram expressos como média e erro

padrdo (n=3). ***, p< 0,001 (Teste-t de Student), comparado ao controle com etanol.

Foi observado que as células incubadas com a droga antimicina A, tiveram
aproximadamente o dobro da producdo de espécies reativas de oxigénio, sendo essa a
condicdo maxima de estresse oxidativo da célula, se comparada com as células sem antimicina

A. O resultado encontrado neste trabalho esta de acordo com o encontrado por You & Park
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(2010), que avaliou os efeitos da Antimicina A em células endoteliais da artéria pulmonar e
em células endoteliais de umbigo, com relacdo a producdo de ROS. Os autores chegaram a
conclusdo de que com o uso da Antimicina A, a producdo de espécies reativas de oxigénio
aumentou em 2,3 vezes. Nos resultados do trabalho de Han et al. (2007) foi observado a
potencializacdo da producdo de ROS, quando as células séo tratadas com a Antimicina A. O
resultado encontrado no presente trabalho esta de acordo com o encontrado na literatura, que
indica a potencializacdo da producdo de ROS quando usada a antimicina A, garantindo a

eficiéncia como controle positivo do ensaio.

A Figura 26 apresenta o gréfico com o resultado do ensaio de CAC na condigdo de

producdo normal de espécies reativas de oxigénio, ou seja, sem a adi¢do da antimicina A.
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Figura 26. O extrato de residuo da vitivinicultura concentrado por nanofiltracdo inibe a oxidagdo da
sonda fluorescente DCFH-DA, no ensaio de capacidade antioxidante celular. As células HepG2 foram
incubadas por 1 hora com o extrato concentrado, nas concentragdes indicadas e com 50 pM de DCFH-CA, como
descrito na Se¢do 4.4.5. Os resultados foram expressos como média e erro padrdo (n=3). Letras diferentes sobre
as barras indicam diferencas significativas com a concentracdo imediatamente inferior de sélidos. ***, p< 0,001

(ANOVA com pos-teste Tukey) comparado ao seu controle pareado quanto a concentracao de etanol.

Ao analisar os resultados do ensaio de atividade antioxidante celular, podemos
observar houve uma menor oxidagdo da sonda quando as células foram incubadas com todas
as concentragdes do extrato concentrado, indicando um efeito antioxidante. A diminuicdo da
fluorescéncia das células incubadas com o extrato concentrado foi de aproximadamente 24, 35
e 42%, nas concentracdes 84,5; 169,0 e 338,0 pg de sdlidos totais/ mL, respectivamente.
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Podemos observar também que o efeito antioxidante do extrato aumenta de forma significativa

conforme aumentamos a concentragdo do extrato.

Na condicdo de producdo maxima de ROS, as ceélulas incubadas com o extrato
concentrado e antimicina, tiveram reducdo da fluorescéncia em aproximadamente de 53, 60 e
58%, nas concentracdes 84,5; 169,0 e 338,0 g de sélidos totais/ mL as condi¢des de extrato,

respectivamente.

Este resultado mostra que na condicdo maxima de estresse oxidativo celular induzido
pela presenca de antimicina A, o extrato concentrado se mostrou eficiente na protecdo da
célula contra as espécies reativas de oxigénio. Podemos ver esse resultado na Figura 27, onde
comparamos 0s resultados das células incubadas com o extrato concentrado com e sem

antimicina.
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Figura 27. Efeito antioxidante do extrato de residuo da vitivinicultura concentrado por nanofiltragdo é
mais potente na presenca do pro-oxidante antimicina A, no ensaio celular de capacidade antioxidante nas
células HepG2. As células foram incubadas por 1 hora com o extrato concentrado, nas concentragdes indicadas,
com 50 uM da sonda fluorescente (DCFH-DA) e com antimicina A, como descrito na Secdo 4.4.4. Os resultados
foram expressos como média e erro padrdo (n=3). Letras diferentes sobre as barras indicam diferencas
significativas comparada com a concentracdo de solidos imediatamente inferior. ***, p< 0,001 (ANOVA com

pos-teste de Tukey) comparado ao seu controle pareado.

No gréfico da comparagdo entre as condi¢gBes sem indutor e com indutor de ROS
(Figura 27), podemos ver que a acao do extrato foi mais eficiente na presenca de antimicina A,
pois a emissdo de fluorescéncia foi significativamente menor que na condicdo normal de

estresse oxidativo celular, indicando uma alta capacidade antioxidante do extrato concentrado.
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Como vimos nos ensaios de viabilidade celular, o efeito do extrato se mostra dose dependente,
pois ao aumentar a concentracdo de solidos totais, a capacidade antioxidante também aumenta.
Porém, na presenca da antimicina, parece que houve saturacdo do extrato nas concentracGes
169,0 e 338,0 pg/ mL, pois a reducdo na intensidade de fluorescéncia nessas duas
concentragfes foi semelhante. Por outro lado, a redugdo na fluorescéncia foi

significativamente maior quando comparada & condi¢do sem antimicina A.

Kim et al. (2013) tiveram como objetivo avaliar o efeito protetor de procianidinas
oligomérica e polimérica de sementes de uvas em células HepG2. Este efeito foi observado
em trés tempos de incubacdo das células com os extratos contendo as fracdes de procianidinas,
6, 12 e 18 horas. Todas as amostras inibiram a producdo de ROS de uma forma tempo
dependente. Os autores concluiram que um pré-tratamento com as frages de procianidina
teve efeito citoprotetor, sendo a fracdo, com efeito, mais significativo a de procianidinas
poliméricas. Anastasiadi et al. (2009) analisaram extratos da uva inteira, das cascas, das
sementes e de vinho. Apos incubar células da linhagem do musculo liso vascular humano
(HVTs-SM1) por 24 horas, foi feita a analise para verificar a quantidade de ROS intracelular.
Os autores concluiram que todos os extratos diminuiram a producdo de ROS intracelular,
porém o efeito mais significativo quanto & diminuicdo de ROS foi com o extrato integral de
uva, variedade Aidani. Zhang et al. (2013) e Kim et al. (2011) testaram composto de
flavondides na reducdo da producdo de ROS intracelular, e os autores concluiram que dentre
0S compostos testados, 0 que reduziu mais a producdo de ROS foi a quercetina. Os resultados
do presente trabalho estdo de acordo com os resultados encontrados na literatura, 0s quais
confirmam que extratos ricos em compostos fendlicos podem proporcionar as células protecdo

antioxidante.

Com o intuito de comparar o efeito do extrato com um padrdo utilizado em ensaios
quimicos de capacidade antioxidante, usamos o composto acido galico. A Tabela 7 apresenta a
quantificacdo da capacidade antioxidante celular do extrato concentrado, normalizados por

umol 4cido galico x mL™.
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Tabela 7. Valor da capacidade antioxidante celular do extrato concentrado.

Capacidade antioxidante celular (CAC)

Extrato (umol EAG/ 100 g de extrato
média + EP)
EC1 8820 + 40,02
EC2 9643 + 39,15
EC3 10456 + 41,07

EC: Extrato Concentrado; EC 1: 84,5 ug /mL; EC 2: 169,0 ug/ mL; EC 3: 338,0 ug/ mL.

Baseados nos resultados encontrados neste trabalho e os resultados dos trabalhos
citados, podemos concluir que o extrato concentrado, no tempo de incubacéo de 1 hora, reduz

a producdo de ROS, devido a presenca de compostos bioativos no extrato.

Analisando os resultados em conjunto, observamos que no periodo de 1 hora, o
extrato ndo exerce efeito sobre a viabilidade e por outro lado aumenta a CAC das células
HepG2. Em contrapartida, tempos superiores de incubacdo promovem uma diminuicdo tempo
e concentracdo dependente, da viabilidade e inducdo de morte. Visto que o aumento da CAC
reflete uma maior protecdo contra danos oxidativos tanto pela diminui¢do na produgdo como
no aumento no poder de eliminagdo de ROS, podemos sugerir que essas espécies apresentam
um papel modulador importante na proliferacéo e sinalizacdo das células HepG2, conforme ja
sugerido (de Oliveira et al., 2012). Apesar de a principio o aumento da CAC sugerir um
aumento da sobrevivéncia celular das células HepG2, uma menor producdo e/ou sinalizacdo
por ROS desencadeou os efeitos citotoxicos e de morte observados nos tempos de incubacéo
superiores. Os efeitos do extrato sobre a CAC nesses tempos superiores de incubacdo

necessitam ser avaliados.

Uma questdo importante no que tange a aplicacdo de extratos de alimentos (e
compostos bioativos) em ensaios clinicos como agentes anticancer, envolve os estudos dos
efeitos em células normais ndo cancerosas. Neste sentido, avaliamos a citotoxicidade do
extrato concentrado em células de fibroblastos humanos BEAS ap6s 5 e 24 horas de
incubacdo. Como pode ser observado nas figuras 28 e 29, ap6s 5 horas de incubacdo, a
viabilidade celular ndo foi afetada em nenhuma das concentragdes de extrato testadas. Da
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mesma forma, apos 24 horas de incubacdo, com 84,5 e 169,0 ug/mL de extrato, a viabilidade
das células BEAS ndo foi afetada. Somente com a concentracao de 338,0 g/ mL, observamos
uma reducdo de 15% na viabilidade celular. Esses resultados indicam um efeito seletivo do
extrato concentrado de residuo da vitivinicultura nas células de hepatocarcinoma humano,

indicando seu potencial para desenvolvimento de produtos com aplicagdo nutracéutica e

anticancer.
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Figura 28. Efeito do extrato de residuo da vitivinicultura concentrado por nanofiltracdo sobre a
viabilidade celular da linhagem BEAS (5 h). As células foram incubadas por 5 horas com o extrato
concentrado, nas concentracOes indicadas e a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de reducéo do CellTiter
Blue, como descrito na Secéo 4.4.2. Os resultados foram expressos como média e erro padrdo (n= 6). N&o houve
diferencas significativas entre as condi¢des testadas; (ANOVA com poés-teste de Tukey), comparado ao seu

controle pareado quanto & concentracéo de etanol.
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Figura 29. Efeito do extrato de residuo da vitivinicultura concentrado por nanofiltracdo sobre a
viabilidade celular da linhagem BEAS (24 h). As células foram incubadas por 24 horas com o extrato
concentrado, nas concentracdes indicadas e a viabilidade celular foi avaliada pelo ensaio de reducéo do CellTiter
Blue, como descrito na Se¢do 4.4.2. Os resultados foram expressos como média e erro padréo (n= 6). N&o houve
diferencas significativas entre as condi¢des 84,5 e 169 ng/mL e seus respectivos controles pareados; (ANOVA
com pds-teste de Tukey). Na concentracdo 338 ng/mL, houve diferencga significativa (P<0,05), comparado ao
controle pareado.
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6. CONCLUSOES

Mesmo apds 0 processamento para a producdo de vinho e derivados, 0 bagago
constituido principalmente pela casca e semente possui um alto teor de compostos bioativos.
Desta forma com a extracdo adequada para a obtencao destes compostos, um destino melhor

pode ser dado ao residuo.

O extrato concentrado teve maior capacidade antioxidante e maior contetdo de
compostos antioxidantes, como ja era esperado, pois se trata de um extrato concentrado,
mostrando que o processamento realizado foi eficiente para a concentracdo do extrato de
bagaco da uva, conservando seus compostos bioativos e sua atividade antioxidante, podendo

ser aplicado apos a extragéo.

Os ensaios celulares mostraram que a solucdo de etanol 30%, solucdo na qual foi
realizada a extracdo dos compostos bioativos do bagaco, ndo interferiu nos resultados das
andlises, concluindo que todos os efeitos observados sdo devido a presenca dos compostos
bioativos do extrato concentrado.

Com os resultados da viabilidade celular, definimos a melhor condicéo para se realizar
0 ensaio de atividade antioxidante celular, que é com as concentra¢@es do extrato concentrado
de 84,5 png/ mL; 169,0 pg/ mL; 338,0 pg/ mL por 1 hora de incubacdo, pois esta condi¢cdo nao
afetou a viabilidade celular de HepG2.

A incubacdo com o extrato por mais de 1 hora, induziu as células a morte. Os
compostos presentes no extrato induziram as células a morte tanto por apoptose quanto por
necrose, o que é bom, pois é a linhagem HepG2 possui caracteristicas cancerigenas. Esses
resultados indicam possivel bioatividade dos extratos ligada a prevencdo do cancer e que 0s
compostos presentes no extrato podem induzir de diferentes formas a morte celular de HepG2.
Porém é necessario estudar por quais vias 0s compostos presentes no extrato atuam nas células
HepG2.

Os resultados do ensaio de capacidade antioxidante celular mostraram que houve
menor oxidacgdo da fluoresceina nas células incubadas com o extrato concentrado, tanto na
condicdo normal de estresse oxidativo celular quanto na condicdo méxima de estresse
oxidativo, mostrando-se mais eficaz na condicdo de maior producdo de espécies reativas de
oxigénio. Com este resultado, concluimos que o aumento da CAC pode ter contribuido para o0s
efeitos citotoxicos nas células HepG2 nos periodos de 5 e 24 de incubacdo. Portanto, ROS

parecem exercer um efeito sinalizador para proliferacdo das células de cancer.
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