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RESUMO

FREIRE, DEBORA RIGAMONTI GOMES CRUZ, M.Sc, Universidade Vila Velha — ES, abril
de 2018. Atividades antioxidante e quimiopreventiva de cancer da uva hibrida Maximo
(IAC 138-22) coletada em diferentes estadios de maturacdo. Orientador: Dr. Rodrigo
Scherer.

As uvas sao ricas em substancias fendlicas que podem apresentar diversas atividades
bioativas. O objetivo desse trabalho foi avaliar a atividade antioxidante e quimiopreventiva de
cancer da uva hibrida Méaximo (IAC 138-22). As uvas foram coletadas em diferentes estadios
de maturacdo em uma vinicola de Santa Teresa - ES. Nos extratos etandlicos foram
determinados o teor de substincias fendlicas totais, antocianinas e taninos. A atividade
antioxidante das amostras foi avaliada pelos métodos DPPH, FRAP, ABTS e sequestro do
peréxido de hidrogénio. A viabilidade celular foi verificada pelo MTT e a atividade
quimiopreventiva de cancer foi testada pela inducdo da quinona redutase, pela atividade
inibitoria de NFx-B induzido por TNF-a, e através da atividade inibitoria da enzima aromatase.
O presente estudo revelou uma concentracdo de fendlicos significativamente maior nas
sementes do que nas cascas. O teor de fendlicos reduziu significativamente com o avanco da
maturacdo das uvas. Antocianinas foram detectadas apenas nas cascas, € 0s valores foram
significativamente maiores nos frutos mais maduros (83,9 mg/g extrato) e menores nas cascas
totalmente verdes (2,9 mg/g extrato). Analisando os métodos DPPH, ABTS e FRAP, observou-
se que todas as sementes apresentaram elevada atividade antioxidante, enquanto as cascas
totalmente verdes demonstraram moderada atividade. J& o resveratrol, pelo método DPPH,
apresentou forte atividade (IAA = 1,5), sendo portanto, inferior as sementes estudadas (IAA =
4,7 a 3,3). A porcentagem de inibicao (1%) do perdéxido de hidrogénio (H202) foi maior na
semente verde, enquanto ndo houve diferenca significativa entre as cascas, independentemente
do grau de maturacdo. As amostras de sementes, cascas e polpas foram testadas pelo método
MTT na concentracdo de 100 pug/mL e ndo apresentaram citotoxicidade para a linhagem de
macréfagos e melanoma (MV3). As atividades quimiopreventivas de cancer dos testes
estudados ndo apresentaram os resultados esperados, em contrapartida, os resultados indicaram
um potente efeito antioxidante, principalmente das sementes. Tornam-se necessarias novas
pesquisas para caracterizacao dos fendlicos, bem como o isolamento das amostras em potencial,

tais como a semente 3, que apresentou 68% de inibigcdo da aromatase.

Palavras chaves: peroxido de hidrogénio; citotoxidade; resveratrol; semente de uva; fendlicos.
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ABSTRACT

FREIRE, DEBORA, M.Sc, University of Vila Velha — ES, april 2018. Antioxidant and
chemopreventive activities of cancer of the maximum hybrid grape (IAC 138-22) collected
at different maturation stages. Advisor: Dr. Rodrigo Scherer.

The grapes are rich in phenolic substances that can present several bioactive activities. The
objective of this study was to evaluate the antioxidant and chemopreventive activity of cancer
of the Maximum hybrid grapes (IAC 138-22). The grapes were collected at different maturation
stages in a winery in Santa Teresa - ES. In the ethanolic extracts the total phenolic substances
anthocyanins and tannins were determined. The antioxidant activity of the samples was
evaluated by the DPPH, FRAP, ABTS and scavenging of hydrogen peroxide methods. Cell
viability was verified by MTT and the chemopreventive activity of cancer was tested by the
induction of quinone reductase, TNF-a-induced NFx-B inhibition assay, and by the inhibitory
activity of the aromatase enzyme. The present study revealed a significantly higher phenolic
concentration in the seeds than in the skin. The phenolic content significantly reduced with the
advancement of grape maturation. Anthocyanins were detected only in the skins, and the values
were significantly higher in the more mature fruits (83.9 mg / g extract) and lower in the totally
green skins (2.9 mg / g extract). Analyzing the DPPH, ABTS and FRAP methods, it was
observed that all the seeds showed high antioxidant activity, while the totally green skins
showed moderate activity. Resveratrol, by DPPH method, showed strong activity (IAA = 1.5),
being therefore lower than the studied seeds (IAA = 4.7 to 3.3). The percentage of inhibition
(1%) of hydrogen peroxide (H202) was higher in the green seed, while there was no significant
difference between the skins, regardless of the degree of maturation. Seed, skin and pulp
samples were tested by the MTT method at a concentration of 100 pg/mL and showed no
cytotoxicity to the macrophages and melanoma (MV3) lineage. The chemopreventive activities
of cancer of the tests studied did not present the expected results, in contrast the results indicated
a potent antioxidant effect, mainly of the seeds. Further research is required to characterize the
phenolics, as well as the isolation of potential samples, such as seed 3, which presented 68%

inhibition of aromatase.

Keywords: hydrogen peroxide; cytotoxicity; resveratrol; grape seed; phenolics.
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1. INTRODUCAO

As uvas sdo frutas muito apreciadas ao redor do mundo, e a sua utilizagdo € bem
diversificada. Elas podem ser consumidas in natura, bem como na forma de vinhos, sucos,
geleias, suplementos alimentares, na fabricagéo de sorvetes ou desidratada, entre outras formas
industrializadas. Pode-se dizer que as uvas sdo alimentos consumidos h& milénios, e alvo de
muitos estudos em todo o mundo devido as suas propriedades nutricionais [1]. S&o constituidas
por variados nutrientes, tais como carboidratos, proteinas, vitaminas, minerais e fibras
alimentares, além de fitoquimicos, como as substancias fendlicas reconhecidos por
apresentarem diversas atividades bioldgicas, como acdo antiinflamatdria, antimicrobiana,
antitumoral, com destaque para a acdo antioxidante [2].

As substancias fendlicas presentes nas uvas podem ser classificadas em flavonoides e
ndo-flavonoides. Do primeiro grupo fazem parte os flavanois (catequina, epicatequina e
epigalocatequina), flavonois (caempferol, quercetina e miricetina) e antocianinas (cianidina e
malvidina), e ao segundo grupo pertencem os acidos fenolicos, hidroxibenzbicos e
hidroxicinamicos, bem como uma ampla variedade de taninos [3] e terpenos [4]. Além desses
compostos, pode-se encontrar o resveratrol, pertencente a classe dos estilbenos [3].

Os flavonoides sdo amplamente distribuidos nas uvas e podem ser encontrados na
semente, polpa, casca, folha e caule, contendo especialmente catequinas, quercetina e
antocianinas [5]. As catequinas e epicatequinas presentes, principalmente em sementes de uva,
sd0 0s principais componentes responsaveis pela adstringéncia de vinhos e sucos de uva [6]. Ja
a quercetina, caempferol e miricetina atuam como co-pigmentos e juntamente com as
antocianinas, possuem um importante papel no desenvolvimento da coloracédo do vinho [2]. As
antocianinas sdo pigmentos naturais, responsaveis pela coloracdo laranja, vermelha, azul e
violeta de algumas flores e frutos. Em uvas vermelhas, os principais polifenois sdo as
antocianinas presentes principalmente na casca das uvas e responsaveis pela cor dos frutos [7].

As principais antocianinas encontradas sdo provenientes da cianidina, peonidina, delfinidina,
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petunidina e malvidina que ocorrem, geralmente, na forma de glicosideos e acilglicosideos,
sendo a malvidina-3-glicosideo o mais abundante em quase todas as variedades de uvas [7].
Representam um constituinte importante para a producéo de vinhos, uma vez que contribuem
para os atributos sensoriais e, principalmente, para a coloracgdo do vinho [8].

Os acidos fendlicos, apesar de serem encontrados em baixas concentragdes, contribuem
como um dos principais compostos nas uvas brancas, sendo capazes de influenciar o gosto, o
sabor e aroma dos vinhos. Além das caracteristicas organolépticas, deve-se ressaltar que todos
esses compostos contribuem para aumentar as propriedades benéficas dessas bebidas, sejam
vinhos ou sucos, além de serem compostos simples, como &cido galico, ou de estruturas mais
complexas, como os taninos [9].

Conhecer os metabolicos secundarios supramencionados é de suma importancia, pois a
eles sdo atribuidas atividades bioldgicas relevantes, destacando-se a quimioprevencao de cancer
[10]. O uso de agentes naturais, biolégicos ou sintéticos, capazes de suprimir, reverter ou
prevenir as fases iniciais da carcinogénese é conhecido como quimioprevencdo. Esses agentes
também podem ser capazes de impedir a progressao de células pré-malignas [11]. De acordo
com Kelloff et al. [12], a quimioprevenc&do priméria esta relacionada & administragdo de agentes
em uma populacdo com fatores de risco particulares, mas em bom estado de salde e que ndo
apresentem manifestacdo de doencas; ja a quimioprevencdo secundaria consiste na
administracdo de agentes que possam prevenir a progressdo do cancer, identificando os
individuos com lesGes pré-malignas [12]. Os compostos carcinogénicos sdo impedidos de
reagirem em alvos teciduais pelo que pode ser denominado de “agentes bloqueadores” (bloking
agents) na quimioprevencao secundaria [13]. Sabe-se que o cancer € um processo cronico
determinado pelo crescimento descontrolado de células anormais e sua incidéncia global vem
aumentando consideravelmente, o que desperta o interesse de conhecer novas estratégias de

prevencdo dessa doenca [14].
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Muitos sdo os estudos relacionados com as diferentes espécies de uvas envolvidas em
processos benéficos a salde, tais como a quimioprevencgdo do cancer. Sabe-se que existem trés
principais tipos de uvas, em que se destacam as uvas europeias (Vitis vinifera), os hibridos
franceses e as uvas da América do Norte (Vitis labrusca e Vitis rotundifolia) [15]. Ao considerar
o0 cenério mundial, as uvas europeias Vitis vinifera sdo as mais produzidas. No Brasil, porém,
essa realidade é diferente e a importancia econémica na vinicultura ndo esta atrelada a essa
espécie de uvas [16]. De acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa)
[17], observa-se uma predominancia de uvas hibridas ou americanas em vérias regifes
produtoras. Embora esse seja 0 cenario, algumas regides brasileiras, mesmo que a producao
seja em um percentual menor, optam por um cultivo exclusivo de Vitis vinifera [17].

Esse fator pode ser explicado devido as condicBes climéaticas desfavordveis para
producdo de Vitis vinifera em vérias regiGes do Brasil, uma vez que a maturacdo e a colheita
das uvas sdao dependentes de periodos de chuva. Outro fator a ser considerado é que as uvas
americanas tendem a ser mais resistentes as doencas, o0 que caracteriza uma vantagem, além de
se adaptarem bem as condi¢es climaticas adversas, tais como verdes imidos, comuns no Brasil
[16].

A Embrapa e o Instituto Agrondmico de Campinas (IAC), a partir do melhoramento
genético passaram a produzir as uvas hibridas Maximo (IAC 138-22), que séo resultantes do
cruzamento entre as uvas Syrah (Vitis vinifera) e Seibel 11342 (hibrida), a fim de melhorar a
capacidade de resisténcia aos patdgenos e adequar a qualidade sensorial dos subprodutos dessas
uvas hibridas. De acordo com Biasoto et al. [16], estes hibridos sdo promissores para a producao
de vinhos de qualidade em regides brasileiras.

A literatura atual deixa claro que as uvas hibridas Maximo (IAC 138-22) séo de cultivo
recente e pouco se conhece sobre sua composi¢do e propriedades bioldgicas, tampouco a
influéncia da maturacdo sobre as mesmas. Dessa forma, considerando a importancia econémica

do desenvolvimento de novas uvas hibridas e sabendo que ainda existem poucos trabalhos a
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respeito da composicdo e propriedades bioldgicas dessas uvas, principalmente da variedade
hibrida Maximo (IAC 138-22), o presente trabalho teve como objetivo avaliar as atividades
antioxidante e quimiopreventiva de cancer da uva hibrida Maximo (IAC 138-22), coletadas em

diferentes estadios de maturacéo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes

Carbonato de sddio anidro, &cido gélico, 2,2 difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), 2,4,6-tri (2-
piridil)-1,3,5-triazina (TPTZ), acido 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS),
persulfato de potassio, peroxidase e resveratrol foram obtidos da Sigma-Aldrich®, St. Louis,
USA. Acido cloridrico, 4cido acético, fosfato de potassio monobésico e dibasico e cloreto de
potéssio foram obtidos da Cromoline®, Diadema, SP. O reagente folin-ciocaulteau foi obtido
da Merck®, Darmstadt, Alemanha, e o etanol 99,5% foi obtido da Quimex®, Cotia, SP. Acetato
de sodio e cloreto férrico foram obtidos da Dinamica®, Diadema, SP. Peroxido de hidrogénio
e hidrdxido de sodio foram adquiridos da Neon®, S&o Paulo, SP. O vermelho de fenol foi obtido

da Synth®, Diadema, SP.

2.2. Amostras

As uvas hibridas Maximo (IAC 138-22) foram cultivadas em um sistema de espaldeiras,
coletadas em uma vinicola do municipio de Santa Teresa, Espirito Santo (19°55'03.7"S
40°44'00.1"W) em cinco estadios diferentes de maturacdo, sendo realizada uma coleta por
semana a partir do inicio da maturacdo, nos dias 10 (4,2 kg), 19 (3,2 kg), 23 (3,6 kg), e
28/12/2016 (3,6 kg), e 05/01/2017 (3,6 kg). A data da primeira coleta correspondeu ao estadio
mais verde dos frutos [Semente 1 (S1), Casca 1 (C1), Polpa 1 (P1)], e a ultima data de coleta

correspondeu ao estadio mais maduro do fruto [Semente 5 (S5), Casca 5 (C5), Polpa 5 (P5)]. A
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Figura 1 mostra as principais diferengas entre o grau de maturacdo das uvas e corresponde

exatamente aos dias em que as amostras foram colhidas.

Figura 1 — Cinco diferentes estadios durante a maturacdo das uvas em uma vinicola de Santa
Teresa — ES. Data das coletas: 1 — 10/12/2016; 2 — 19/12/2016; 3 — 23/12/2016; 4 — 28/12/2016

e 5-05/01/2017.

A coleta foi realizada em ambos os lados das fileiras selecionadas, evitando-se as duas
primeiras vinhas de cada fileira. As uvas foram lavadas em &gua corrente, e posteriormente,
lavadas em agua deionizada por trés vezes; em seguida foram separadas em cascas, polpas e
sementes cuidadosamente de forma manual. Cada fracao foi congelada a —80 °C em ultra freezer
(CL580-86V, Coldlab®), liofilizadas (Liofilizador Enterprise 1 - Terroni®), trituradas em
moinho de facas e armazenadas em geladeira (8 °C) em frascos ambar até 0 momento das

analises.

2.3. Preparacao dos extratos

A extracdo foi realizada utilizando 20 g de material liofilizado para 200 mL de etanol
99,5% pelo método de maceracdo assistida por ultrassom (Elmasonic P 60 Hz — Elma®),
conforme protocolo descrito por Guss et al. [18] modificado. Apds 2 ciclos de 30 minutos, 0s

extratos foram filtrados em papel filtro. Esse processo foi repetido mais uma vez. As fracdes
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organicas foram reunidas e evaporadas em aparelho de evaporacao rotatério (Fisatom® 802 —
1200W) ate a remocdo do etanol, com finalizacdo do processo na estufa (TE 394/2 MP, 1500W

— Tecnal®) por 24 h a 40 °C e, posteriormente, liofilizadas por 24 h.

2.4. Determinacdo das substancias fendlicas totais

O contetdo total de substéncias fenolicas foi determinado pelo método Folin-
Ciocaulteau, segundo a metodologia descrita por Singleton, Orthofer e Lamuela-Raventos [19]
modificado por Guss et al. [18]. Foram utilizados 30 uL dos extratos na concentragdo de 0,5
mg/mL em etanol e 150 pL do reagente de Folin diluido em &gua (1/10). Apds 5 minutos, foi
adicionado 120 pL de carbonato de sédio anidro a 7 %, que reagiu por 90 minutos no escuro.
A leitura foi realizada em leitor de ELISA (Elisa Spectra count Packad — EUA) a 740 nm. Os

resultados foram expressos em miligramas de &cido galico por grama de extrato.

2.5. Quantificacéo de taninos em microplacas

Para analisar os componentes quimicos foram pesados 60 mg dos extratos de casca,
polpa e semente, que apods total solubilizacéo foram transferidos para um baldo de fundo chato
contendo 150 mL de &gua isenta de gas carbonico, conforme metodologia descrita por Krepsky
et al. [20] com adaptacGes. Em seguida o baldo foi mantido em banho-maria por 30 minutos a
60°C. A solucdo foi filtrada e transferida para um baldo volumétrico de 250 mL, completando-
se 0 volume com &gua isenta de gas carbbnico, desprezando os primeiros 50 mL, sendo
denominada solucdo A. Retirou-se 20 mL da solugdo A e adicionou-se 0,2 g de
Polivinilpirrolidona (PVPP) em um erlenmeyer, que foi agitado por 60 minutos. Apos agitacéo,
a solucdo foi filtrada e denominada solucdo B. Em uma microplaca de 96 pocos, foram
transferidos 25 pL da solugdo A ou B juntamente com 10 pL do reagente folin-ciocalteu (10
%) e 215 pL de carbonato de sodio (10,6 % p/v). A leitura foi realizada em 715 nm apo6s 3

minutos, utilizando a agua como branco. Como padréo, utilizou-se o acido galico. O teor de
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taninos foi determinado pela subtracdo do teor de polifenois totais (solucdo A) pelo teor de

polifenois nao adsorvidos (solucédo B).

2.6. Conteudo total de antocianinas

O total de antocianinas foi determinado usando o método de pH diferencial (Phmetro
Sppencer® SP3611), conforme descrito por Giusti e Wrolstad [21]. A absorbancia dos extratos
preparados foi monitorada de acordo com a equagao 1: A = (Aszonm — Azoonm) PH1.0— (As20nm —
Azoonm) PHas. As amostras foram testadas na concentragcdo de 5 mg/mL e dissolvidas com
tampdo de cloreto de potassio 0,025 M e em seguida, tampdo acetato de sédio 0,4 M. A
concentracdo (mg/L) de antocianinas foi expressa em cianidina-3-glucosideo e calculada
usando a equacdo 2: (A x MW x DF x 1000) / (¢ x L); no qual A é obtido na equagdo 1, MW ¢
0 peso molecular para cianidina-3glucosideo, DF ¢ o fator de diluig@o, € é absortividade molar
(26,900), e L é o caminho ético (1 cm). As leituras foram realizadas em um espectrofotémetro
(T80 + PG Instrumentos Ltda®), nas absorbancias de 520 e 700 nm. Os resultados foram

expressos em mg de antocianinas/ g de extrato.

2.7 Avaliagéo da atividade antioxidante
2.7.1. Método DPPH (2,2 — difenil-1-picrilhidrazil)

A atividade antioxidante, pelo método de DPPH, foi realizada segundo a metodologia
de Scherer e Godoy [22] modificado. Foram utilizados 20 puL do extrato nas concentracOes de
500 pg/mL (sementes), 2000 pg/mL (cascas), 10000 pg/mL (polpas) e 280 pL de DPPH (40
pg/mL), ambos em etanol. Para o branco, foram utilizados 20 pL de etanol e 280 pL de DPPH.
Reagiu-se por 60 minutos no escuro e a leitura foi realizada em leitor de ELISA a 517 nm. O
indice DPPH foi calculado através da equacdo 2: | (%) = [(Absg — Abst)/Absg] x 100], em que,
Absg € a absorbancia média do branco e Abst é a absorbancia do teste. O IRso foi calculado

pela equacdo da reta obtida da curva de calibragdo (concentracdo versus o indice DPPH
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correspondente). A acdo antioxidante dos extratos foi expressa pelo indice de atividade
antioxidante (IAA), que é calculado através da equacdo 3: IAA = DPPH final (ug/mL) / IRsg
(ng/mL). De acordo com Scherer e Godoy [22], valores de IAA acima de 2,0 indicam atividade
antioxidante muito forte, valores entre 1,0 e 2,0 indicam uma atividade forte, valores entre 0,5
e 1,0 indicam atividade moderada, entre 0,5 e 0,1 correspondem a uma fraca atividade
antioxidante e abaixo de 0,5 indicam baixa atividade antioxidante. A atividade das amostras foi

comparada com a atividade do resveratrol (200 pg/mL).

2.7.2. Método FRAP (Poder antioxidante de reducdo férrica)

A atividade antioxidante pelo método de reducédo do ion férrico (FRAP) foi realizada
segundo a metodologia de Benzie e Strain [23] modificada. Utilizou-se 30 pL do extrato nas
concentracOes de 300 pg/mL (sementes) e 3000 pg/mL (cascas e polpas) em etanol e 270 pL
do reagente FRAP. Esse reagente foi preparado na proporcao de 10:1:1 a partir da solucdo de
acetato de sodio triidratado a 0,3 M, solucdo de TPTZ em solucdo de HCI 10 mM e uma solucéo
de cloreto férrico 20 mM. Para o branco, utilizou-se 30 pL de etanol e 270 pL de FRAP. Reagiu-
se por 10 minutos e a leitura foi realizada em leitor de ELISA a 593 nm. O indice de reducéo
percentual (IR%) foi calculado pela equacéo 4: | (%) = [(Abst — Absg) x 100], em que, Abst é
a absorbancia média dos testes e Absg é a absorbancia do branco. Os resultados foram expressos
em IRso que foi calculado através de curva de calibracdo. A atividade das amostras foi

comparada com a atividade do resveratrol (200 pg/mL).

2.7.3. Método ABTS (Acido sulfonico 2,2- Azino-bis 3-etilbenzotiazolina-6)

A atividade antioxidante pelo método ABTS foi realizada segundo a metodologia de Re
et al. [24] modificada. Foram preparados 7 mM de ABTS e 2,45 mM de persulfato de potassio
diluidos em &gua, deixando reagir por 12-16 h no escuro para formacdo do radical ABTS".

Foram utilizados 30 pL do extrato na concentragcdo de 200 pg/mL (sementes) e 2000 pg/mL
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(cascas e polpas) em etanol e 270 pL do reagente de ABTS*. Reagiu-se por 1 minuto e a leitura
foi realizada em leitor de ELISA a 734 nm. O indice de reducdo percentual (IR%) foi calculado
pela equacdo 5: | (%) = [(Absg — Abst)/(Absg) x 100], em que, Absg € a absorbancia média do
branco e Abst € a absorbancia do teste. Os resultados foram expressos em IRso que foi calculado
através de curva de calibracdo. A atividade das amostras foi comparada com a atividade do

resveratrol (200 pg/mL) .

2.7.4. Método pelo sequestro do peréxido de hidrogénio (H202)

A atividade antioxidante pelo sequestro do peroxido de hidrogénio (H20.) foi realizada
segundo a metodologia de Pick e Keisari [25] modificada. A mistura da reacao teve volume
final de 250 pL e continha: 25 pL da amostra teste com a concentracdo de 1000 pg/mL diluidas
em série; 50 pL de H20, na concentracdo inicial de 10 mM, 20 uL de vermelho de fenol 0,1
mg/mL e 130 pL de tampdo fosfato (PBS). Por ultimo foi adicionado 25 pL da enzima
peroxidase 8,5 U/mL. Essa mistura foi incubada a temperatura ambiente por 15 minutos e a
reacdo foi terminada pela adicdo de NaOH 1M. A leitura foi realizada em leitor de ELISA a
610 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo do H.O; através da
equacdo: I (%) = [(Absc — Abst)/Absc] x 100], em que Absc é a absorbancia do controle e Abst
é a absorbancia da amostra. O controle da reacéo foi realizado na auséncia da peroxidase. Todo
0 experimento foi conduzido em triplicata e as solugGes preparadas em tampao fosfato pH 7,0.

A atividade das amostras foi comparada com a atividade do resveratrol.

2.8. Avaliacgao da viabilidade celular — Método MTT

Para investigar a atividade citotoxica foi utilizado o método colorimétrico do MTT de
acordo com metodologia descrita por Mosmann [26]. Este método baseia-se na reducdo
metabdlica do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélio] (MTT) no interior da
mitocondria celular pela enzima succinato desidrogenase, formando um composto de coloracéo

azul chamado formazana, que ao se acumular dentro da célula é removido por DMSO. O
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método permite determinar a funcionalidade mitocondrial das células nao tratadas e vem sendo
amplamente utilizado para medir a sobrevivéncia e a funcionalidade celular de forma que a
quantidade de células vivas € proporcional a quantidade de formazana produzida. Neste estudo
foram empregadas culturas de macréfagos RAW 264,7 e cancer de pele - melanoma (MV3).
As células foram plaqueadas na concentragdo de 7 x 10* células/mL em placas de 96 pogos e
cultivadas por 24 h com o0s extratos de sementes, cascas e polpas da uva hibrida Maximo na
concentracdo de 100 pg/mL. As amostras foram diluidas em DMSO até a concentracao final
méaxima de 0,5%. O resveratrol foi utilizado como controle positivo. Ap6s o periodo de
incubacéo de 24 h, 100 pL de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
(5 mg/mL) foi adicionado em cada poco e os cristais de formazana formados foram dissolvidos
com dimetilsulfoxido (DMSO). A leitura da absorbancia das placas foi feita em leitor de

ELISA, utilizando-se filtros de 595 nm. A viablidade celular foi expressa em porcentagem.

2.9. Atividade quimiopreventiva de cancer

2.9.1. Ensaio in vitro de indugéo da quinona redutase

O ensaio de inducdo da quinona redutase foi realizado segundo método descrito por
Prochaska e Santamaria [27] modificado e por Gerhauser et al. [28]. Para a avaliacdo dos
extratos como indutores da enzima quinona redutase foi empregada cultura de hepatoma de
rato, Hepalclc7, sendo testada a concentracdo de 20 ug/mL dos extratos de semente, casca e

polpa de uva. Os resultados foram expressos em % de inibi¢ao (IR%).

2.9.2. Ensaio de atividade inibitoria de NF-kB induzido por TNF - a

O ensaio com o0s extratos na concentracdo de 20 ug/mL foi realizado segundo descrito
por Homhual et al. [29]. Para o ensaio de inibicdo de NF-xB foi empregada a linhagem celular
293-NF-kB (células embrionarias renais 293.12 PTA — 5554, transfectadas com NF-kB-

luciferase), as quais foram cultivadas e induzidas por TNF - a (5 ng/mL) e o sistema reporter
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usado foi Luc assay Promega®. Na-tosil-L-fenilalanina-clorometilcetona foi usado como
controle positivo; 1Cso = 3,8 nM. Os experimentos foram realizados em triplicata. Os resultados

foram expressos em % de inibigdo.

2.9.3. Ensaio de atividade inibitoria da aromatase

O ensaio de inibicdo da aromatase foi realizado segundo descrito por Pezzuto et al. [30].
O efeito dos extratos (20 pg/mL) sobre a enzima aromatase foi avaliado pela deteccdo de
fluoresceina, produto de hidrolise da dibenzilfluoresceina pela aromatase. A fluorescéncia foi
medida a 485 nm (excitagdo) e 530 nm (emisséo). Uma curva de naringenina foi usada como

controle positivo (74,46 UM, a 0,57 uM). Os resultados foram expressos em % de inibigao.

2.10. Andlise estatistica

Andlise de variancia (ANOVA) de 2 vias e teste post-hoc de Tukey foram utilizados
para determinar se houve diferenga significativa entre as médias e o qudo diferente elas séo,
respectivamente (p < 0,05). Os dados sdo paramétricos e expressos como meédia + desvio
padréo. O coeficiente de correlagdo de Pearson foi utilizado para medir o grau de correlacéo

entre duas variaveis métricas. Utilizou-se o software Biostat 5.0.

3. RESULTADOS

3.1. Rendimento, fendlicos totais, contetido total de antocianinas e taninos
A Tabela 1 mostra o rendimento total dos extratos, assim como o conteldo total de
fenolicos, antocianinas e taninos. O rendimento foi maior na casca 1 (25,5%) e menor na polpa

3 (11,9%).
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Tabela 1. Determinacdo do rendimento, total de fendlicos, teor de antocianinas e taninos.

Rendimento cre Antocianinas Taninos
(mg AG/g de (mg AG/100g de
(%) (mg/g de extrato)
extrato) extrato)
Semente 1 19,5 2172+19a ND 26,1 +0,22 a
Semente 2 20,1 187,0£7,0b ND 21,0£14Db
Semente 3 16,7 153,1+22c ND 16,0+ 0,44 c
Semente 4 15,8 143,7+1,9d ND 152+0,3c
Semente 5 12,3 1325+05e ND 143+0,1c
Casca 1 25,5 51,0+ 3,7f ND 16+£04d
Casca 2 23,3 279+13¢g 29+05d 12+04d
Casca 3 24,3 16,7+ 0,4 h 63,1+12c 18+0,2d
Casca 4 24,4 19,8+2,0h 819+0.2b 24+04e
Casca 5 23,2 189+1,6h 839+0,5a 23%x04¢e
Polpa 1l 22,6 04+£0,1i ND ND
Polpa 2 17,2 1,1+0,3i ND ND
Polpa 3 11,9 1,2+0,3i ND ND
Polpa 4 18,8 1,7+0,0i ND ND
Polpa 5 20,8 16+£0,11i ND ND

“CTF: Contetdo total de fendlicos. ND: ndo detectado. Diferentes letras na mesma coluna representam
diferencas significativas (p < 0,05). AG: acido galico.

Verificou-se que o teor de fendlicos totais foi significativamente maior (p < 0,05) nas
sementes do que na casca e polpa, além disso, foram verificados maiores teores nos estadios de
maturacdo mais verde. Todas as sementes apresentaram diferenca significativa quando
comparadas entre si (p < 0,05), sendo a maturagdo inversamente proporcional ao conteudo total
de fendlicos, ou seja, quanto mais maduras as uvas, menor o teor de substancias fenolicas.
Apenas a casca 1 e 2 apresentaram diferenca significativa ao serem contrapostas as cascas 3, 4
e 5 (p <0,05). Né&o foi verificada diferenca estatisticamente significativa (p > 0,05) nas polpas
avaliadas quanto ao teor de fendlicos.

O teor de antocianinas foi avaliado nas sementes, polpas e cascas, entretanto, foram

encontradas apenas nas cascas, conforme demonstrado na Tabela 1. O teor de antocianinas foi
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significativamente maior na casca 5 (p < 0,05), que corresponde ao estadio mais maduro, e 0
menor teor foi verificado no estadio totalmente verde.

O teor de taninos foi significativamente maior (p < 0,05) nas sementes do que nas cascas,

ndo sendo detectados nas polpas. A semente 1 apresentou 0 maior teor de taninos; a casca 2 0

menor teor, ndo apresentando diferenca estatistica quando comparada as cascas 1 e 3.

3.2. Atividade antioxidante

Os extratos de sementes apresentaram atividade antioxidante muito forte pelo método
de sequestro do radical livre DPPH, além disso, os valores do IAA das sementes foram
significativamente maiores (p < 0,05) que o valor do resveratrol (Tabela 2). Também foi
observado que o IAA diminui com a maturacgdo das uvas, tanto nas sementes quanto na casca,
mostrando uma possivel relacdo com o teor de fenodlicos totais. Por outro lado, a atividade
antioxidante foi classificada como moderada na casca 1 (IAA entre 0,5e 1,0), e fraca nas demais
amostras de casca, na qual houve uma reducdo do teor de substancias fendlicas totais. Na
avaliacdo pelo método de reducdo do ion férrico (FRAP), resultados similares foram
observados. Nao houve diferenca significativa na atividade dos extratos das sementes 1 e 2 com
o resveratrol, confirmando a forte atividade antioxidante. Além disso, também foi observada
uma reducéo significativa da atividade (aumento do IRso) com 0 avango da maturacéo das uvas
(Tabela 2).

Os resultados da atividade antioxidante avaliada pelo método ABTS mostraram que,
como nos métodos anteriores, 0s extratos das sementes apresentaram significativamente maior
atividade que os extratos da casca (p < 0,05). Também foi observado que a atividade
antioxidante diminui com a maturacdo das uvas (aumento do IRsp), tanto nas sementes quanto
na casca. Por outro lado, o resveratrol apresentou valor de IRso significativamente menor que

0s extratos de sementes, apesar dos valores serem proximos.
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A porcentagem do indice de inibicdo (1%) do peroxido de hidrogénio (H202) foi
significativamente maior na semente 2 (72,1 £ 1,3) quando comparadas as sementes com maior
grau de maturacdo, sugerindo que ela possa conter alguma substancia, responsavel por essa
atividade, que a diferencie das demais. As cascas ndo apresentaram diferenca estatisticamente
significativa (p > 0,05) pelo método de inibicdo do perdxido de hidrogénio, conforme

demonstrado na Tabela 2 .

Tabela 2. Atividade antioxidante dos extratos da uva hibrida M&ximo (IAC 138-22) pelos

métodos DPPH, FRAP, ABTS e H,0..

DPPH FRAP ABTS® H202
(1AA) (IRs0)* (IRs0)* (1%)?
Semente 1 4,7 +0,0a 5,1+0,5a 53+0,4b 49,3+ 1,0c
Semente 2 45+0,1b 53+0,la 56+0,1b 72,1+£1,3b
Semente 3 3,6 £0,0c 7,6 £0,1b 7,9 +0,5¢C 9,0+0,1d
Semente 4 3,2+0,0d 11,0+ 0,2c 11,9+ 1,0d 5,8+ 2,4de
Semente 5 3,3+0,0d 10,8 +0,9¢ 9,5+0,5¢c 9,3 +3,8d
Casca 1l 0,8 +0,0f 23,8 +0,6d 50,0 + 2,9 2,1+0,6e
Casca 2 0,4 +0,0g 45,8 +0,2e 72,3 £ 0,5f 1,7+0,1e
Casca 3 0,2+ 0,0h 98,1+ 2,39 144,8 + 10,19 4,1+0,5e
Casca 4 0,3+ 0,0h 78,2 £ 1,5f 130,6 + 3,89 52+ 1,1de
Casca 5 0,3+ 0,0h 65,4 + 2,1f 126,2 £ 8,99 4,1+0,2e
Polpa 1 <0,01 729,6 £ 13e > 1000 NA
Polpa 2 <0,01 > 1000 > 1000 NA
Polpa 3 <0,01 > 1000 > 1000 NA
Polpa 4 <0,01 > 1000 > 1000 NA
Polpa 5 <0,01 > 1000 > 1000 NA
Resveratrol 1,5+0,1e 5,6 +0,6a 3,3%0,0a 86,8 + 2,32

! Resultados expressos em pg/mL. Diferentes letras na mesma coluna representam diferengas
significativas (p < 0,05). 2 Extratos avaliados na concentracdo de 1000 pg/mL e o resveratrol na
concentracao de 250 pg/mL. NA: sem atividade.
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Os resultados mostraram que a polpa das uvas, independentemente do estadio de

maturacdo, apresentou atividade antioxidante desprezivel em todos os métodos avaliados, que
pode ser observada na Tabela 2.

No presente trabalho foi verificado um elevado grau de correlagdo entre o teor de

substancias fenodlicas totais presentes nos extratos de semente e casca, com 0s métodos de

atividade antioxidante, como pode ser visualizado nas Tabelas 3 e 4, exceto para sequestro do

perdoxido de hidrogénio (r = -0,70) que apresentou moderada correlagdo para cascas.

Tabela 3. Matriz de correlagdo para as amostras de sementes de uvas.

CFT! IAA? H20, ABTS FRAP
CFT 1
1AA 0,95 1
H20; 0,77 0,90 1
ABTS -0,82 -0,94 -0,83 1
FRAP -0,86 -0,95 -0,85 0,95 1

LCTF: Contetdo total de fendlicos. 2 indice de atividade antioxidante.

As antocianinas apresentaram elevada correlagdo com o método de inibicdo do perdxido
de hidrogénio (r=0,95), indicando, dessa forma, que as antocianinas poderiam ser mais eficazes
no sequestro desses radicais, visto que ambos coeficientes sdo maiores quando comparados com
os coeficientes das substancias fenolicas totais (Tabela 4). O teste de correlagdo (Tabela 4)
demonstrou moderada correlacdo (-0,79) entre o contetido total de antocianinas e o conteido
total de fendlicos, por outro lado, foi verificada uma forte correlacdo (0,99) entre a atividade
antioxidante avaliada pelo indice de atividade antioxidante (IAA) e o teor de fendlicos, o que
poderia sugerir que a atividade antioxidante das cascas esta fortemente correlacionada aos

outros fenolicos encontrados na casca e ndo apenas a presenca das antocianinas.
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Tabela 4. Matriz de correlacdo para as amostras de cascas de uvas.

CFT! ACY? IAA® H20; ABTS FRAP
CFT 1
ACY -0,79 1
1AA 0,99 -0,71 1
H20: -0,70 0,95 -0,61 1
ABTS -0,92 0,92 -0,89 0,88 1
FRAP -0,90 0,79 -0,91 0,79 0,96 1

ICTF: Conteldo total de fendlicos. Contetdo total de antocianinas. * Indice de atividade
antioxidante.
3.3. Viabilidade celular

Os extratos de sementes, cascas e polpas da uva hibrida Maximo em diferentes estadios
de maturacdo foram testados na concentracdo de 100 pg/mL para avaliar seus efeitos sobre a
viabilidade celular in vitro utilizando o ensaio colorimétrico do MTT em duas linhagens
celulares, macréfagos RAW 264,7 e células de cancer de pele - MV3 (melanoma). Todos os
extratos testados ndo apresentaram efeito citotdxico para as linhagens testadas (Figura 2).
Portanto, apds delinear a faixa de concentracdo que ndo apresentou atividade citotoxica,
procedeu-se com 0s ensaios in vitro, sempre respeitando concentragdes iguais ou inferiores a
100 pug/mL. O resveratrol, utilizado como controle positivo, apresentou citotoxicidade de 96,5%
e 42,6% para a linhagem de macrdfagos e MV3, respectivamente, na concentracdo de 100

pug/mL.

3.4. Quimioprevencao de cancer

O Instituto Nacional do cancer (NCI), baseado em evidéncias, preconizou que ensaios
quimiopreventivos devem ser testados na concentracdo de 20 pg/mL, uma vez que
concentracfes acima desse valor poderiam gerar efeitos indesejaveis a sadde. De acordo com
essas recomendacdes e mediante 0s testes negativos para citotoxicidade, foram realizados os

experimentos de inducdo da quinona redutase, atividade inibitéria de NFk-B induzido por TNF-
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a e atividade inibitoria da aromatase. Todos os extratos de sementes, cascas e polpas testados
para quinona redutase apresentaram valor de inibicdo igual a 1, que estaria de acordo com niveis
basais, porém esses valores deveriam ser, no minimo, o dobro do valor encontrado no

metabolismo basal, que seria equivalente a 2 [24, 25].

250 +
225 -
200 -
175 A
150 -
125 -
100 -
75 A
50 -
25 -

viabilidade (%)

S1 S2 S3 S4 S5 Cl C2 C3 C4 C5 P1 P2 P3 P4 P5 R
m Cancer de pele (MV3) Macrofagos (RAW 264,7)

Figura 2. Efeitos dos extratos de semente, casca e polpa da uva hibrida Maximo (IAC 138-22), e
resveratrol (R) na concentragdo de 100 pg/mL sobre a viabilidade de células de macr6fagos RAW 264,7
e células de cancer de pele MV3 apds 24 h de exposicao avaliado pelo ensaio colorimétrico do MTT.
Os resultados foram expressos em porcentagem média de células vidveis comparadas ao grupo controle
de trés experimentos independentes.

Destacam-se os valores encontrados no ensaio de inibigdo do NFx-B: 24,1 (casca 2),
22,7 (semente 3) e 19,0 (semente 2), que embora apresentem inibi¢cdo, ndo podem ser
considerados como extratos quimiopreventivos, uma vez que um resultado aceitavel seria
encontrar valores acima de 50% [29].

Ao considerar a inibicdo da enzima aromatase, os principais resultados foram
encontrados na semente 3 (68%), seguido da polpa 1 (48%), semente 2 (13%) e semente 1 (5%).

Apesar da semente 3 apresentar um valor aprecidvel, deve-se esclarecer que para este ensaio,

os valores considerados satisfatorios sdo os valores acima de 80% [30]. As atividades
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quimiopreventivas de céancer realizadas a partir dos testes de quinona redutase, NFx-B e

aromatase nao apresentaram os resultados esperados.

4. DISCUSSAO

As substancias fendlicas podem ser encontradas na casca, polpa e sementes dos frutos.
Estudos prévios relataram que extratos de sementes de uva apresentaram contetdo elevado de
substancias fenodlicas e alta atividade antioxidante quando comparados com 0s extratos da
casca, corroborando com os resultados do presente estudo [31, 32]. Farhadi et. al. [9]
demonstraram que a quantidade dessas substancias fenolicas diminui a medida que ocorre o
amadurecimento da uva, tendo o maior acumulo de substancias fendlicas quando a uva esta
verde, confirmando os resultados do presente estudo. Em outros estudos prévios, sementes de
uva apresentaram uma reducdo significativa no contetdo de catequinas, procianidinas e
flavanonas durante a maturacéo [33, 34].

Pulido et al. [34] constataram que mais de vinte substancias fenolicas encontradas nas
variedades de Vitis vinifera da Espanha decresceram ao longo da maturacédo das sementes das
uvas, 0 que esta relacionado as reacfes de polimerizacdo que ocorrem durante este periodo.
Essas reacdes de polimerizacdo podem explicar a diminui¢do dos taninos ao longo da maturacao
das sementes [35]. Em outro estudo prévio, foram comparadas cinco variedades de uvas da
regido de Déo (Portugal) e os resultados demonstraram que a concentracdo de fendlicos variou
significativamente dependendo da variedade da videira, do grau de maturacdo, do tamanho das
bagas e de fatores ambientais, como o clima [3]. Além disso, estudos mostram que a quantidade
dos fendlicos nas cascas das uvas ainda pode variar conforme as condicdes de cultivo, a
composicdo do solo, o clima, a origem geogréfica, as praticas de cultivo, bem como a exposicao
a doencas fungicas [7, 36].

O presente estudo encontrou antocianinas presentes apenas nas cascas da uva hibrida

Méaximo (IAC 138-22), corroborando com estudo de Samoticha, Wojdylo e Golis [5], que
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apontou que na grande maioria dos cultivares de uvas vermelhas, as antocianinas sao
sintetizadas apenas na casca, desempenham um papel importante na protecao contra infeccdes
fangicas e bacterianas e contribuem com caracteristicas organolépticas e sensoriais além de
possuirem fortes propriedades antioxidantes [37]. De acordo com Fraige, Pereira-Filho, e
Carrilho [7], o teor de antocianinas da uva Maximo, quando comparado as uvas Syrah, Cabernet
Sauvignon e Merlot (ambas da espécie Vitis vinifera), apresentou um contetido 10 vezes
superior as outras uvas testadas.

De acordo com Gowrisankar e Clark [38], a relagdo das especies reativas de oxigénio
(EROs) e dos radicais livres estd bem estabelecida em leséo celular e doengas relacionadas ao
processo de envelhecimento, bem como os beneficios dos antioxidantes naturais e os seus
efeitos sobre a salde tém sido extensamente explorados ao longo dos ultimos anos.
Confirmando esses dados, muitos estudos indicam que doengas, como cancer, doencas
cardiovasculares (DCVs) e o envelhecimento, estdo associadas ao estresse oxidativo causado
pelo desequilibrio entre os oxidantes e antioxidantes no organismo [9, 39].

Considerando a forte atividade antioxidante comprovada pelos resultados dos métodos
testados no presente trabalho, principalmente das sementes da uva Mé&ximo, esses dados
sugerem possiveis efeitos benéficos a satde no sentido de minimizar os danos oxidativos que
podem causar certos tipos de cancer e de doencas degenerativas, como as doencas
cardiovasculares [40], reducéo do stress oxidativo e retardo do envelhecimento [41]. Doshi et
al. [37] comprovaram que as sementes, bem como as cascas e 0 caule das uvas possuiam
propriedades antioxidantes elevadas. Além disso, poderiam ser usadas para o tratamento de
diabetes tipo 2. Habauzit e Morand [40] provaram que 0s compostos antioxidantes sdo 0s
principais atuantes na reducéo significativa de a¢Oes prejudiciais das EROs por neutraliza-los.

Os resultados dos testes de viabilidade celular demonstraram que 0s extratos ndo
apresentaram efeitos citotoxicos até a concentracdo de 100 pg/mL. Os efeitos citotoxicos

observados para o resveratrol corroboram com os dados da literatura [42].
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De acordo com Tomoaia et al. [42], a combinacdo de resveratrol com a doxorrubicina
produziu uma diminui¢do do numero de células tumorais HelLa (linhagem de tumor cervical),
e uma discreta alteracdo no formato delas. Além disso, observou-se aumento da morte celular
confirmado pela diminuigdo da formacéo dos cristais de formazana, tanto pelas células tratadas
apenas com resveratrol ou combinado com doxorrubicina, em linhagem de tumor cervical, o
que representou grande avango para o tratamento desses tumores, uma vez que a doxorrubicina
é um medicamento potente, porém com alguns efeitos colaterais. A utilizacdo do resveratrol e
dessa combinagdo permitiria uma menor dosagem de doxorrubicina e comprovaria o efeito
quimiopreventivo do resveratrol [42].

Estudo recente demonstrou a eficacia de extratos de sementes de uva combinados com
resveratrol (obtido dos compostos bioativos da uva) para prevengdo e/ou terapia contra o cancer
de colon [43]. Outro estudo produziu uma matriz de quitosana biocompativel carregada com
extratos de sementes de uva que foi capaz de aumentar o efeito antitumoral, sugerindo ser um
possivel farmaco inovador [44]. Kijima et al. [45] demonstraram que extratos de sementes de
uva que continham dimeros de procianidinas foram potentes inibidores da atividade enzimatica
da aromatase, suprimindo a producdo de estrogénio no cancer de mama. Além disso, 0s
pesquisadores conseguiram comprovar que o0 consumo dos extratos de semente de uva suprimiu
0 crescimento do tumor de mama que expressa a aromatase in vivo. A inibigdo seletiva da
aromatase constitui um relevante alvo na procura de agentes quimiopreventivos que sejam
capazes de agir contra cancer horménio-dependente [30]. No presente estudo a semente 3
apresentou 68% de inibicdo da aromatase, indicando que o extrato bruto contém algumas
substancias bioativas que demonstraram ter acdo sobre a inibicdo dessa enzima. Faz-se

necessario o isolamento dessas substancias para prosseguir com as investigacoes.

5. CONCLUSAO
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Os resultados indicaram que a maturacdo dos frutos influenciou significativamente o
conteddo de fendlicos, cujos maiores teores foram encontrados nos estadios de maturacao mais
verde. As sementes da uva hibrida Méaximo (IAC 138-22) apresentaram o0 maior teor de
fenolicos totais, sendo mais elevado na semente 1 (217,2 £ 1,9) e menor na semente 5 (132,5 +
0,5). Nas cascas, 0 maior valor encontrado foi na casca 1 (51,0 = 3,7) e as cascas 3,4 e 5
apresentaram 0s menores valores (16,7 — 19,8), sem diferenga estatistica. As antocianinas,
conforme esperado, foram encontradas apenas nas cascas das uvas estudadas apresentando
maiores valores no estadio mais maduro, cuja coloragdo apresentou-se mais intensa,
visualmente, na casca 5. Os ensaios antioxidantes confirmaram o potencial efeito antioxidante
das sementes e cascas, comprovados pelos diferentes métodos estudados e altamente
correlacionados ao contetdo total de fendlicos. Dentre as sementes, a semente 1 apresentou a
melhor atividade quando comparada ao resveratrol pelo método DPPH e atividade semelhante
pelo método FRAP. Por outro lado, os resultados demonstraram que a polpa das uvas,
independentemente do estadio de maturacao, apresentou atividade antioxidante desprezivel em
todos os métodos avaliados. As atividades quimiopreventivas de cancer realizadas a partir dos
testes de quinona redutase, NFK-B e aromatase ndo apresentaram os resultados esperados.
Esse estudo torna-se relevante a medida que até o presente momento ndo ha trabalho
que tenha realizado analises para confirmar a atividade antioxidante e quimiopreventiva de
cancer dessa uva hibrida Méximo (IAC 138-22), que é produzida no Brasil, em alguns estados,

inclusive no Espirito Santo.
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