Universidade
Estadual de LondRina

CRISTIANA FATIMA GONZAGA DA SILVA

OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO DO RESIDUO
AGROINDUSTRIAL DA CASCA DA UVA (Vitis labrusca):
identificagao dos compostos bioativos e avaliagao do

potencial antioxidante e anti-inflamatério

Londrina
2017



CRISTIANA FATIMA GONZAGA DA SILVA

OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO DO RESIDUO
AGROINDUSTRIAL DA CASCA DA UVA (Vitis labrusca):
identificagao dos compostos bioativos e avaliagao do

potencial antioxidante e anti-inflamatério

Dissertagdo de mestrado apresentada ao
Departamento de Quimica da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito parcial
para a obtencdo do Titulo de MESTRE em
Quimica.

Orientador: Prof. Dr. Nilton Syogo Arakawa

Londrina
2017



Ficha de identificacao da obra elaborada pelo autor, através do Programa
de Geragcao Automatica do Sistema de Bibliotecas da UEL

S5860 Silva, Cristina Fatima Gonzaga.
Obtengdo do extrato bruto do residuo agroindustrial da casca da
uva (Vitis labrusca): identificagdo dos compostos bioativos e avaliagdo do
potencial antioxidante e anti-inflamatoério / Cristiana Fatima Gonzaga Silva. -
Londrina, 2017.
98 f. il

Orientador: Nilton Syogo Arakawa.

Dissertacdo (Mestrado em Quimica) - Universidade Estadual de Londrina,
Centro de Ciéncias Exatas, Programa de P6s-Graduagdo em Quimica, 2017.

Inclui bibliografia.

1. Vitis labrusca - Tese. 2. Atividade Antioxidante — Teses. 3. Inflamagdo — Teses.
4. ESI-MS-MS — Teses. 5. Cafeeiro — Efeito da radiagdo — Teses. 6. Metabolomica —
Teses. 1. Arakawa, Nilton Syogo. II. Universidade Estadual de Londrina. Centro de
Ciéncias Exatas. Programa de P6s-Graduagdo em Quimica. III. Titulo.

CDU 547.9




CRISTIANA FATIMA GONZAGA DA SILVA

OBTENGAO DO EXTRATO BRUTO DO RESIDUO AGROINDUSTRIAL
DA CASCA DA UVA (Vitis labrusca): identificagdao dos compostos

bioativos e avaliagcdo do potencial antioxidante e anti-inflamatério

Dissertagdo de mestrado apresentada ao
Departamento de Quimica da Universidade
Estadual de Londrina, como requisito parcial
para a obtencdo do Titulo de MESTRE em
Quimica.

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. Nilton Syogo Arakawa
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dra. Marcela Maria Baracat
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Prof. Dr. Sandra Regina Georgetti
Universidade Estadual de Londrina - UEL

Londrina, 10 de fevereiro de 2017.



Dedico este trabalho aos meus pais,
Anténio Fernando e Maria da Graga, e

a minha irméa Tatiana Gonzaga.



AGRADECIMENTOS

A minha familia por todo o apoio durante minha vida académica.

Agradecgo ao meu orientador, Prof.° Dr. Nilton Syogo Arakawa, ndo s6

pela constante orientacado neste trabalho, mas sobretudo pela sua amizade.

Aos professores Prof.° Dr. Eduardo César Meurer, Prof.° Dr. Waldiceu
Aparecido Verri Junior, Prof?. Dra. Sandra Regina Georgetti pela oportunidade de

realizar os experimentos em seus laboratérios.

Aos colegas que me auxiliaram nas analises Dr. Marcos Alessandro

dos Santos Ribeiro, Ms. Victor Fattori, Tecg®. Caroline da Rocha Tonetti.

Aos meus amigos pelo apoio e compreensao nos momentos dificeis,
Agerdanio Andrade Souza, Any Caroliny Almeida Pavao, Caroline da Rocha Tonetti,

Paula Rivero e Tatiana Ap. Gonzaga da Silva.

Gostaria de agradecer também algumas pessoas que contribuiram de
forma direta ou indiretamente para a conclusdo desse trabalho: Fabio Anténio
Cajamarca, Andres Lancheros, Jakeline Marcia dos Santos, Rogers Nabeyama

Michels, Gustavo Galo, Gallileu Malta e muitas outras.

A Capes pela concessao da bolsa e auxilio financeiro.



i“ -, . . , .
A tarefa ndo é tanto ver aquilo que ninguém viu,

mas pensar o que ninguém ainda pensou sobre
aquilo que todo mundo vé.”

(Arthur Schopenhauer)



SILVA, Cristiana Fatima Gonzaga. Obtencao do extrato bruto do residuo
agroindustrial da casca da uva (vitis labrusca): identificagdo dos compostos
bioativos e avaliacdo do potencial antioxidante e anti-inflamatério. 2017. 98 f.
Dissertagao (Mestrado em Quimica) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina,
2017.

RESUMO

O setor vinicola tem enfrentado diversos problemas associados a biomassa residual
da uva, utilizada para producao de sucos e vinhos. Essa biomassa residual é rica em
compostos bioativos, principalmente compostos fendlicos, com atividades bioldgicas
promissoras, dentre elas atividades antioxidantes, antimicrobiana e anti-inflamatdria.
O presente trabalho teve como objetivo investigar os principais compostos quimicos
do residuo agroindustrial das cascas da uva (Vitis labrusca) e avaliar a sua capacidade
sequestradora de radical livre in vitro, além do seu efeito analgésico e anti-inflamatério
em camundongos induzido por carragenina in vivo. O residuo agroindustrial consistia
de uma mistura das variedades Isabel e Bordé. Cinco extratos brutos (EtOH 100%,
EtOH 70%, EtOH 50%, EtOH 30%, H20 100%) todos acidificados com HCI 0,1% (v/v)
da casca da Vitis labrusca foram obtidos e submetidos as anadlises: da atividade
antioxidante (DPPH e ABTS), determinac&o de compostos fendlicos (Folin-Ciocalteau)
e flavonoides totais, visando determinaro melhor solvente extrator com potencial
antioxidante. Dentre os cincos, o extrato EtOH 50% apresentou: DPPH: 147,00 ug.mL"
. ABTS: 27,76 pg.mL™'; Compostos fendlicos: 26,62 mgGAE.g"' de extrato;
Flavonoides totais: 19,15 mgRTE.g" de extrato, identificando-se os principais
compostos quimicos por ESI-MS/MS pela técnica de MRM nos modos positivos e
negativos (via infusdo direta), indicando a presenca da peonidina-3-O-glicosideo,
delfinidina-3-O-glicosideo, petunidina-3-O-glicosideo, malvidina-3-O-glicosideo, além
de cianidina-3-O-p-coumaroil-glicosideo, peonidina-3-O-p-coumaroil-
glicosideo,petunidina-3-O-p-coumaroil-glicosideo, malvidina-3-O-p-coumaroil-
glicosideo e malvidina-3,7-O-diglicosideo para o modo positivo, apigenina-7-
glicosideo, luteolina-7-glicosideo, quercentina-3-galactosideo, isoramnetina-3-
glicosideo, miricetina-3-rutinosideo para o modo negativo. O efeito analgésico e anti-
inflamatério do extrato bruto EtOH 50% da biomassa vinicola nas doses 30, 100, 300
mg/kg (v.o, 60 min) foi avaliado através de inducao por carragenina (100 pg/i.pl) em
camundongos. A resposta comportamental foi estimada pela hiperalgesia mecanica,
térmica e avaliagdo do edema nos tempos 0 (basal), 1, 3 e 5 horas apés a injecéo de
estimulo. O recrutamento de neutréfilos foi determinado pela atividade da enzima
MPO. O extrato EtOH 50% apresentou efeito analgésico e anti-inflamatério nas doses
de 100 e 300 mg/kg. Ambas doses inibiram a hiperalgesia mecéanica, hiperalgesia
térmica e edema plantar induzidos por carragenina. Além disso, as doses de 100 e
300 mg/kg foram capazes de reduzir o recrutamento de neutréfilos. Portanto, os
resultados sugerem que o extrato bruto EtOH 50% da casca da Vitis labrusca pode
ser uma fonte promissora para tratamentos alternativos anti-inflamatérios, implicando
na reducgao frente aos problemas ambientais de descartes e acumulo, e sera uma
nova fonte econémica aos viticultores.

Palavras-chave: Vitis labrusca. Atividade Antioxidante. Inflamagédo. Quimica Verde.
ESI-MS-MS.



SILVA, Cristiana Fatima Gonzaga. Obtaining crude extract of the agroindustrial
waste from grape skin (Vitis labrusca): identification of the bioactive compounds
and evaluation of it's antioxidant and anti-inflammatory potential. 2017. 98p.
Dissertation (Master in Chemistry) - Londrina State University, Londrina, 2017.

ABSTRACT

The wine sector has faced several problems associated with the waste biomass of the
grape, used for the production of juices and wines. This residual biomass is rich in
bioactive compounds, mainly phenolics with promising biological activities, among
them antioxidant, antimicrobial and anti-infammatory. Herein the present work
investigate the main chemical compounds of grape skins agroindustrial waste (Vitis
labrusca) and evaluate it’s in vitro free radical scavenging capacity, in addition to its
analgesic and anti-inflammatory effect in mice induced by carrageenan. The
agroindustrial waste consisted of a mixture of the Isabel and Bordd varieties and only
the skins were used. Five crude extracts (100% EtOH, 70% EtOH, 50% EtOH, 30%
EtOH, 100% H20) acidified with 0.1% (v/v) HCI from Vitis labrusca skins were obtained
and submitted to antioxidant activity (DPPH and ABTS), phenolic (Folin-Ciocalteau)
and total flavonoids determination, to standardized the best solvent extractor with
antioxidant potential. The 50% EtOH extract indicated: DPPH: 147.00 ug.mL-1; ABTS:
27.76 pug.mL-1; Phenolic compounds: 26.62 mg GAE.g-1 extract; Total flavonoids:
19.15 mgRTE.g-1 extract. Subsequently, so, this extract was subjected to chemical
identification of the compounds by ESI-MS/MS by MRM technique in positive and
negative modes (direct infusion), indicating the presence of peonidin-3-O-glycoside,
delphinidin- 3-O-glucoside, petunidine-3-O-glycoside, malvidin-3-O-glycoside, in
addition to cyanidin-3-Op-coumaroyl glycoside, peonidin-3-O-coumaroyl glycoside,
petunidine- 3-O-coumaroyl glycoside and malvidin-3,7-O-diglycoside for the positive,
apigenin-7-glycoside, luteolin-7-glycoside, quercentin-3-galactoside, isoramnetine-3-
Glycoside, myricetin-3-rutinoside for the negative mode. The analgesic and anti-
inflammatory effect of the 50% EtOH crude extract of the wine biomass at doses 30,
100, 300 mg / kg (v.60 min) was evaluated by induction with carrageenan (100 pg/i.pl)
in mice. The behavioral response was estimated by mechanical and thermal
hyperalgesia and evaluation of edema at time 0 (baseline), 1, 3 and 5 hours after the
stimulus injection. Neutrophil recruitment was determined by the activity of the MPO
enzyme. The 50% EtOH extract presented analgesic and anti-inflammatory effects at
doses of 100 and 300 mg/kg. Both doses inhibited mechanical hyperalgesia, thermal
hyperalgesia and plantar edema induced by carrageenan. In addition, doses of 100
and 300 mg/kg were able to reduce neutrophil recruitment. Therefore, the results
suggest that the 50% EtOH crude extract from the skins of Vitis labrusca may be a
promising source for alternative anti-inflammatory treatments, reducing environmental
problems of discards and accumulation, and will be a new economic source for
winegrowers.

Keywords: Vitis labrusca. Antioxidant activity. Inflammation. Green Chemistry. ESI-
MS-MS.
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1 INTRODUGAO

O Brasil, por ser um pais de grande atividade agricola, é também um
dos maiores produtores de residuos agroindustriais, e com isso a busca por
alternativas para utilizagado dessa matéria organica gerada, vem crescendo dentro de
varios centros de pesquisa (CATANEO et al., 2008). Nesta perspectiva os produtores
e as industrias da area vinicola enfrentam o problema do descarte da biomassa
residual que embora seja biodegradavel, necessita de um tempo minimo para ser
mineralizada, constituindo-se numa fonte de poluentes ambientais (CORREA, 2011).

O bagago da uva representa um importante subproduto da industria
vinicola, composto basicamente, por sementes, engago e casca, tendo uma ampla
variedade de biocompostos, na maioria compostos fendlicos como constituintes
quimicos. Por esse motivo, o conhecimento empirico tem estimulado o uso do extrato
obtido do residuo da uva, tornando-se popular por apresentar diversas atividades
biolégicas tais como atividade antioxidante, antimicrobiana, capacidade de inibir a
nitrosagao e capacidade de modular a atividade de algumas enzimas (BACGHI et al.,
2000; SHRIKHANDE, 2000; HO; RAFI & GHAI, 2010; XU et al. 2010).

A biomassa residual das industrias vinicolas apresenta alto teor de
compostos bioativos, que sdo decorrentes das manutengdes dos metabdlitos primario
e secundario presentes na uva, entre suas funcdes bioativas, podem relacionar aos
extratos principalmente a agado anti-inflamatéria. Os anti-inflamatérios sintéticos,
principalmente os nao esteroidais (AINEs), destaca-se entre as classes de
medicamentos utilizadas em tratamentos de diversas doengas. Como todo
medicamento, os anti-inflamatorios, apresentam efeitos colaterais, tais como: gastrite,
ulceras, problemas na coagulagdo sanguinea e renais, hipertensao e insuficiéncia
cardiaca (BATLOUNI, 2010). Nesse sentido, na constante busca por tratamentos
menos evasivos, os produtos naturais representam uma fonte de matéria-prima
essencial a novas descobertas de biomoléculas com estimulos anti-inflamatérios,
considerados como compostos promissores (HARVEY, 2000; SHUKLA et al., 2010).

Uma opgéo de tratamentos alternativos € a utilizagdo da biomassa
residual, visto que o emprego destes minimiza os impactos causados, reduz o
acumulo dos residuos gerados (DE OLIVEIRA, 2010; MARTIN, 2011), além de ser um

subproduto de alto potencial farmacolégico e economicamente viavel, o qual,
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futuramente, possa substituir os anti-inflamatérios sintéticos com o mesmo potencial
farmacoldgico e menores efeitos colaterais.

Considerando as propriedades farmacoldgicas dos compostos
fendlicos e outros compostos bioativos (KVIECINSKI, 2007; SILVA et al., 2011)
encontrados nos residuos agroindustriais das vinicolas, a presente dissertagao teve
como objetivo investigar de forma seletiva os principais compostos quimicos do
extrato hidroetandlico (1:1, v/v) do residuo agroindustrial da uva (Vitis labrusca) e
avaliar a sua capacidade sequestradora de radical livre in vitro, além do seu efeito

analgésico e anti-inflamatério em camundongos induzido por carragenina.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 UvA: POTENCIAL DO GENERO VITIS

A videira pertencente ao género Vitis, da familia Vitaceae, com
aproximadamente 108 espécies, incluem todas as variedades europeias, americanas
e asiaticas, sejam elas destinadas a fabricacdo de sucos, vinhos, vinagres ou
consumo in natura (CATALUNA, 1988; SOUZA; MARTINS, 2002; ULIANA, 2013).

A espécie Vitis vinifera, variedades cultivadas na regido do Caucaso,
compreendida entre a Europa Ocidental e a Asia Oriental, contribuiu para difundir a
espécie devido as suas capacidades de adaptagdo e caracteristicas nos vinhos
produzidos (CAMARGO et al.,, 2009). Outra espécie bastante difundida é a Vitis
labrusca, originaria da América do Norte, conhecida como uva americana e utilizadas
para consumo in natura e processamento de sucos de uva (MATHIAS, 2010;
CAMARGO, 2015).

No cenario vitivinicultor brasileiro as uvas americanas, conhecidas
como uvas comuns, da espécie Vitis labrusca (principais variedades tintas: Isabel,
Bordd e Concord) e Vitis bourquina (importantes variedades tintas: Couderc Tinto e
Seyve Villard Tinto) representam mais de 80% da produgdo de uvas para
processamento e significativa importancia como uvas de mesas (CAMARGO, 2015).
Entretanto, a partir de meados do século XX o Brasil passou a produzir vinhos finos,
com uvas da espécie Vitis vinifera, também conhecido como uvas finas. Cerca de 70
variedades compdem o elenco varietal brasileiro de uvas finas para processamento,
sendo as principais cultivares tintas Cabernet Sauvignon, Merlot, Cabernet Franc,
Tannat, Ancellota, PinotNoir e Egiodola (CAMARGO et al., 2009; CAMARGO, 2015).

Em 2015 o Brasil produziu 1.499.353 toneladas de uva em uma area
cultivada de 79.094 hectares, sendo que a quantidade de uvas destinadas ao
processamento, elaboracao de vinhos e bem como seus derivados foi de 781.412
toneladas, fazendo com que o setor de exportagao gerasse 81,8 milhdes de dolares
ao pais, segundo levantamentos realizados pelo IBGE. Os estados do Rio Grande do
Sul, Pernambuco e Sao Paulo foram os maiores produtores de uvas e derivados,
responsavel por 82,5% da produgéao nacional (IBGE, 2015).

Dentre as variedades de uvas produzidas destacam-se, a espécie

Bordb e Isabel, conforme ilustra a Figura 1, como as mais utilizadas na produgéo de
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vinhos tintos e sucos no Brasil (RIZZON, MIELE e MENEGUZZO, 2000; ARAUJO,
2013).

Figura 1- a) Uva Isabel e b) Uva Bordd

o8
a1

Fonte: a) Souza (2015) b) Canivezi (2015)

Em peculiaridade no regionalismo brasileiro a cultivar Bordd (Vitis
labrusca L.) tem variagdo quanto ao nome popular, por exemplo, € conhecido como,
'Bordd' no Rio Grande do Sul e Santa Catarina; 'Terci' no Parana e 'Folha de Figo' em
certas regides de Minas Gerais. Outra variagéo esté ligada a intempérie entre tropicos
que influéncia diretamente a producdo da cultivar no Brasil, consequentemente
refletindo no setor comercial, portanto em regides com inverno definido a produgéao é
mais acentuada, porém nas regides proximas a linha do Equador acarreta perdas de
desenvolvimento e producdo. Assim, seu cultivo esta restrito aos polos produtores do
Sul de Minas Gerais e Norte do Parana, além dos Estados do Rio Grande do Sul e de
Santa Catarina (BADALOTTI, 2011). Outra caracteristica do cultivar é ser resistente a
doengas fungicas e com excelente fertilidade. Em suma a espécie apresenta alta
concentracao de matéria corante, o qual origina sucos de cor intensa, melhorando a
coloragao dos produtos a base de ‘Isabel’ e de ‘Concord’, essas peculiaridades e
resisténcias contribuem para alta difusdo da espécie no Brasil (RIZZON, MIELE e
MENEGUZZO, 2000).

A variedade ‘Isabel’, é a mais plantada no estado do Rio Grande do
Sul e Santa Catarina. Apresenta 6timo desempenho nos climas tropicais do Brasil,

com resultados positivos no Noroeste de Sao Paulo, no Tridngulo Mineiro, em Goias
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e no Mato Grosso (ARAUJO, 2013). Proporciona colheitas abundantes com poucas
intervengdes de manejo. A espécie cultivada na regido tem o sabor caracteristico das
labruscas, adaptando-se a todos os usos: consumo in natura; elaboragao de vinhos
brancos, rosado e tinto, os quais, muitas vezes, sido utilizados para a destilacao ou
para a elaboragao de vinagre; origina suco de boa qualidade, e pode ser matéria-
prima para a fabricagao de doces e geléias (MAIA e CAMARGO, 2005).

2.2 SUBPRODUTOS DO PROCESSAMENTO DA UVA

As vinicolas se destacam entre as industrias que mais produzem
residuos agroindustriais, cerca de 30% do volume total de uvas utilizadas na produgao
industrial séo rejeitos ou biomassa, o que torna esse setor uma fonte promissora de
substancias quimioativas, isso deve as classes de substancias presente na uva
(MARKIS et al., 2007; RUBILAR et al., 2007; MELO et al., 2011).

Assim a caracteristica desse subproduto do processamento da uva é
a riqgueza de compostos com propriedades bioativas, dentre eles estao os flavonoides
(antocianidinas, flavonais e flavanaéis), os estilbenos (resveratrol), os acidos fendlicos
(derivados dos &cidos hidroxicinamicos e hidroxibenzéicos) e taninos (ROCKENBACH
et al., 2008; OLIVEIRA, 2010). A identificagdo dos principais compostos distribuidos
por parte e consequentemente presentes na baga da uva tem sido bastante

investigada, conforme ilustra a Figura 2.

Figura 2-Distribuigcdo dos compostos biativos presente na baga da uva

Casca

-Antocianinas
-Proantocianinas
-Compostos aromatizantes

Pedunculo
- Taninos

Polpa
-Agua
-Acidos organicos
-Aglcares
-Compostos aromatizantes

Fonte: Kennedy (2008).
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-Proantocianinas
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As sementes e cascas de uvas sdo onde a maior parte dos compostos
fendlicos se acumula, porém a concentracao depende da variedade e é influenciada
por fatores ambientais e de cultivo (KATALINIC et al., 2010; SOUZA, 2013). A
obtengao de extrato proveniente do bagago da uva torna-se frequentemente mais
popular para a aquisicdo de ingredientes funcionais, tais como compostos
antioxidantes naturais e suplementos alimentares. Porém, as industrias quimicas,
farmacéuticas e alimenticias, vém modificando sua visdo de interesse nas biomassas,
buscando explorar e agregar valores aos subprodutos da vinificagdo (NATIVIDADE,
2010; PATINO, 2017).

Contudo, na busca de novos farmacos provenientes de fontes
naturais, ndo restringindo aos produtos de consumo in natura, e levando em conta os
residuos industriais, o emprego da biomassa em processos farmacéuticos pode
representar uma alternativa na destinagao sustentavel para os residuos. No entanto,
€ necessario que ocorra a manutencao durante a producao e efetiva recuperacao
desses compostos bioativos, podendo assim representar significativamente um
avango na sustentabilidade agroindustrial, visto que, para as vinicolas, as quantidades
geradas desses residuos apresentam sérios problemas de armazenagem, de
transformacgéao, ou de eliminagéo, do ponto de vista socioambiental (ROCKENBACH
et al., 2008; ROCKENBACH, 2012).

2.3 COMPOSICAO QUIMICA DOS SUBPRODUTOS DA AGROINDUSTRIA VINICOLA

2.3.1 Compostos Fendlicos

Os compostos fendlicos sdao uma classe especifica de fitoquimicos
amplamente encontradas no reino vegetal, composta de aproximadamente 8.000
substancias ja descritas (FARAH e DONANGELO, 2006; OLDONI, 2010). As
principais fontes de compostos fendlicos sao frutas citricas, como liméo, laranja e
tangerina, além de outras, como cereja, uva, pera, maga e mamao. Outras excelentes
fontes fendlicas alimentares é a pimenta verde, brdcolis, repolho roxo, cebola, alho e
tomate (DEGASPARI; WASZCYNSKY, 2004; ANGELO; JORGE, 2007; JANIQUES et
al., 2013).

Estes compostos sao produzidos naturalmente pela planta como

metabdlitos secundarios, tendo como fungéo protecéo a agressdo de agentes, tais
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como bactérias e insetos e atua na regulagdo da maturagéo dos frutos (SAMPAIO,
2015). Em certos alimentos, esses compostos exercem uma agao preponderante no
desenvolvimento de caracteristicas sensoriais como a cor, adstringéncia, aroma e
estabilidade oxidativa (MOURE et al., 2001).

No ambito bioldgico, estes compostos desempenham importantes
atividades como, antialergénica, anti-inflamatéria, antimicrobiana, antitrombdtica,
cardioprotetora, efeitos vasodilatadores e antioxidantes (BENAVENTE-GARCIA et al.,
1997; MIDDLETON, KANDASWANI e THEOHARIDES, 2000; MANACH, MAUR e
SCALBERT, 2005; OLDONI, 2010). A Tabela 1 apresenta alguns estudos do género
Vitis relacionados ao seu potencial de atividade farmacoldgico. As atividades
bioldgicas estédo relacionadas, principalmente, ao combate a geragcdo de espécies
reativas de oxigénio (EROs), em que contribui de forma significativa para a redugao
do estresse oxidativo, comum em doengas cardiovasculares, neurodegenerativas e
cancer, por exemplo (SANTOS et al., 2011; CONTRERAS-CALDERON et al., 2011;
JANIQUES et al., 2013).



Tabela 1-Potencial de atividade farmacolégica do género Vitis
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Matriz de estudo

Tipo de estudo

Resultados

Referéncia

Extrato de uvas e vinho
da Vitis vinifera
(variedade Merlot)

Cascas e sementes do
residuo agroindustrial
Vitis labrusca
(variedade Bordd)

Sementes de uvas (Vitis
vinifera) maduras

Folhas da Vitis vinifera

- Propriedade antitumoral para

cancer de mama

- Atividade antioxidante
- Atividade antimicrobiana
- Atividade Leishmanicida

- Metabolismo lipidico

- Funcao hepatica e renal
induzido por paracetamol em
camundongos

- Atividade anti-inflamatéria

- Atividade analgésica

- Atividades antipiréticas
(dosagem de 100, 200 e 400
mg/kg)

Tumores em desenvolvimento a partir de células implantadas
podem ser inibidos por polifendis fornecidos por meio da dieta
com vinho e uva

-Altos valores de atividade antioxidante

-Atividade antimicrobiana contra Staphylococus aureus e
Listeria monocytogenes

-Capacidade de inibir entre 54,60 a 83,43% a enzima arginase
de Leishmania

-Diminuigao nos niveis de colesterol sérico, triglicerideos,
LDL, VLDL e aumento no nivel de HDL

-Hepatoprote¢do com redugao das enzimas hepaticas
-Aumento nos niveis de GSH, SOD e CAT para os parametros
renais e peroxidacao lipidica

- Inibicdo contra edema de pata induzido por carragenina
entre 34,48% a 41,37 no estudo de atividade anti-inflamatéria
-Reducéo entre 48,15% a 68,09% da permeabilidade vascular
induzida por CH3sCOOH para atividades antipiréticas.

- Percentagem de inibicdo de 50% sugere que a atividade
analgésica ndo possui acao no sistema central.

(HAKIMUDDIN et al.,
2008)

(SOUZA, 2013)

(ALMAJWAL e
ELSADEK, 2015)

(AOUEY et al., 2016)
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Quimicamente, os compostos fendlicos sido definidos como
substancias que possuem em sua estrutura um anel aromatico com um ou mais
substituintes hidroxilicos (MALACRIDA, DA MOTTA, 2005). Esses fitoquimicos
sdo subdividos em quatro grupos: acidos fendlicos, estilbenos, taninos e
flavonoides, classificados quanto aos diferentes grupos em fungdo do numero de
anéis de fenol que contém e dos elementos estruturais que ligam estes anéis,
cada um descrito a seguir (SOARES et al., 2008; JANIQUES, 2013).

Atualmente, uma fonte interessante de compostos fendlicos sao
os subprodutos do suco de uva e da produgao de vinho, o qual vem despertado
interesse devido as suas propriedades antioxidantes e seus efeitos benéficos a
saude (VENDANA et al., 2008; JANIQUES, 2013). No processo de vinificagao,
os compostos fendlicos sdo extraidos da uva in natura ao longo da maceragéao e
transferidos para o mosto. Dependendo desse processo e da variedade da uva
muitos desses compostos sdo encontrados no bagago (CAMPOS, 2005;
OLIVEIRA, 2010). Outros fatores podem influenciar a quantidade disponivel de
componentes fendlicos no bagago que sdo: cultivar, formas de manejo das
videiras, tempo de contato entre as cascas e o vinho durante a fermentagao,
temperatura de processo extrativo e fermentativo, presenga de sementes e
engacos durante todo o processo, fatores estes que sao interferentes na
transferéncia de fendlicos para o mosto (GOMEZ-MIQUEZ et al., 2007;
OLIVEIRA, 2010).

2.3.1.1 Acidos Fendlicos

Os acidos fendlicos sdo compostos simples formados por anel
aromatico, com substituintes capazes de sequestrar espécies reativas ligados a
sua estrutura, como o radical hidroxila e o oxigénio singleto. Dentre os acidos
fendlicos, existe uma divisdao em dois grupos de substancias: os &cidos
benzdicos e acidos cindmicos (OLIVEIRA, 2010; SILVA, 2013).

Os acidos benzdicos possuem sete atomos de carbono na forma
Ce-C1, conforme ilustra a Figura 3a. A distingdo dentre os acidos benzdicos séo
suas substituicdes em seus anéis e podem ser encontrados na forma livre,
monoglicosilada ou na forma de ésteres. Os mais simples acidos fendlicos

encontrados na natureza s&o o acido galico, p-hidroxibenzdico, protocatecuico,
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vanilico e siringico (OLDONI, 2010; OLIVEIRA, 2010; SILVA, 2013).

Ja os acidos cindmicos que possuem nove atomos de carbono
na forma Ce-Cs, ilustrado na Figura 3b. Além de se apresentarem sob sua forma
livre, podem estar ligados entre si ou com outros compostos. Os acidos
cindmicos sao a segunda classe mais abundante dos acidos fendlicos dentre os
quais estao os acidos caféico, ferulico, p-cumarico e sinapico (ROCKENBACH,
2008; SILVA, 2013).

Figura 3- Estruturas quimicas dos acidos fendlicos: a) acidos benzdicos e b)
acidos cinamicos

Rs COOH Rs X _-COOH
a) b)
Ry R, Ry R,

R; Rs
Acidos Benzoicos R R: R: Rs Acidos Cinamicos

Acido p-hidroxibenzéico H H OH H Acido p-cumarico

Acido protocatequinico H OH OH H Acido caféico
Acido vanilico H OCH; OH H Acido ferulico
Acido galico H OH OH OH Acido sinapico
Acido siringico H OCH; OH OCH;
Acido salicilico OH H H H
Acido gentisico OH H H OH

Fonte: Balasundram et al. (2006); Silva (2013)

Além dos acidos benzdicos, na polpa e casca da uva estao
presentes também os acidos hidroxicinamicos, responsavel pela oxidacdo do
mosto e vinhos (SINGLETON, 1987; BOVOLENTA, 2015). Porém, durante o
amadurecimento e fermentacao do vinho a concentracao desses compostos é
reduzida (MACHEIX, SAPIS e FLEURIET, 1991; OLDONI, 2010). Durante a
fermentagdo do mosto, outros acidos orgéanicos de cadeia C3-Cs podem ser
transferidos para o vinho e, consequentemente, aumentar os teores desses
acidos, ao invés dos acidos fendlicos. Esses acidos organicos consistem em
moléculas polifuncionais que contém na maioria das vezes grupos hidroxilas,
conferindo-lhe caracteristicas polares, hidrofilicas e reatividade quimica, por via
podem contribuir para o envelhecimento do vinho ao longo do tempo. Assim os
principais acidos produzidos a partir da fermentagdo do mosto sado: acido

piravico, acido latico, acido succinico, acido fumarico e acido malico, elencados
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na Figura 4 (RIBEREAU-GAYON et al., 2006; SILVA, 2013).

Figura 4-Estruturas dos principais acidos da fermentagcao

(0] OH
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HO /o o COOH
>_< HO. /_/ OH
HO
on oH OH HOOC
0

o

Acido pirtvico Acido latico Acido succinico Acido fumarico Acido malico

Fonte: Silva (2013)

2.3.1.2 Estilbenos

Os estilbenos sao fitoalexinas pertencentes aos metabdlitos
secundarios, potentes antimicrobianos, em caracteristicas com baixa massa
molecular e sendo produzidos pelas plantas em resposta a estresses fisicos,
quimicos ou biolégicos ocorridos em seu nicho ecoldgico. Em alguns estudos, os
compostos pertencentes a esta classe tem potencial de impedir ou reduzir a
atividade de agentes patogénicos (STANGARLIN et al., 2010). Bravo, 2008
elenca atividades ligadas a protegcédo contra os raios ultravioleta e acéo
fungitéxica (acao antimicrobiana direta) como elicitora, ativando mecanismos de
defesa nas plantas (agao indireta) (BRAVO, 2008, STANGARLIN, 2011). Dentre
os estilbenos conhecidos destacam-se o resveratrol (frans- 3,5,4-
trihidroxistilbeno), o piceid (frans- 3,5,4’-trihidroxistilbeno- 3-O-B-D-glucosidio) e
o astringin (3’-hidréxi-trans-  3,5,4’-  trihidroxistilbeno-3-O-B-D-glucosidio)
(FLANZY, 2000; COPELLI, 2005).

O resveratrol € um composto popular encontrado na uva, essa
substancia fendlica é decorrente de compostos denominados fitoalexinas.
Naturalmente sua sintese ocorre em diversos vegetais em resposta a condigbes
adversas. Segundo Botti (2016), que caracterizou o resveratrol em bagago de
uva, elencou as videiras como as espécies com maior capacidade de sintese do
composto, sendo encontrada em maiores quantidades na pelicula do fruto e
principalmente nas uvas tintas. Além da uva (Vitis vinefera L.), o amendoim

(Arachis hypogaea) sintetiza o resveratrol, entretanto existem outras 72 espécies



28

de plantas que ja foram descritas como capazes de sintetizar o resveratrol. O
resveratrol € um composto originario de uma familia de moléculas que incluem
os glicosideos e os polimeros e existe nas configuragdes cis- e trans- (Figura 5).
Em vinhos a forma predominante do resveratrol é a trans-, sendo provavelmente

formado durante o processo de vinificagao (FLANZY, 2000).

Figura 5-Férmula estrutural do frans (a) e cis-resveratrol (b).

HO, -

<\_/\|\°“ OH
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Fonte: Jeandet et al. (1995)

O resveratrol possui efeitos biolégicos importantes, como
melhorar a tolerdncia a glicose em diabéticos, atenuar os sintomas da
menopausa e proteger contra a osteoporose, cancer e mal de Alzheimer (DAVID
et al., 2007; BAXTER; 2008; OLIVEIRA, 2010). Em comum esses estudos
relatam propriedades antioxidantes correlacionadas a prevencao de doengas
cardiovasculares (GOLDBERG et al., 1996), anticancerigenas e propriedades
anti-inflamatérias (REGINA et al., 2002; SAUTTER et al., 2003).

O teor de resveratrol presente nas uvas depende muito da
variedade e também do tempo de maturacao dos frutos, pois, em frutos muitos
maduros o teor do composto é praticamente indetectavel em métodos quimicos-
analiticos (JEANDET, BESSIS e GGAUTHERON, 1991). Além disso, a etapa de
maceragdo do bagago em alcool torna a disponibilidade do resveratrol quase
minima, pois esse processo de vinificagdo é crucial para producdo de vinhos
tintos, fazendo com que o resveratrol presente na pelicula da uva seja extraido,
assim o composto passa para o mosto reduzindo significativamente o teor no
bagago (COPELLI, 2005; OLIVEIRA, 2010).

2.3.1.3 Taninos

Os taninos sdo compostos pertencentes ao metabolismo
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secundario, quimicamente essa classe é formada de polifendis (simples e
complexos), que, por ndo se cristalizarem, séo dificeis de serem separados
(ROBBERS, 1997, JESUS, 2012). Suas caracteristicas quimicas incluem
solubilidade em agua e peso molecular entre 500 e 3000 Dalton, possuindo a
habilidade de formar complexos insoluveis em agua com proteinas, gelatinas e
alcaloides, além de algumas atividades farmacoldgicas, fatores de controle de
bactérias, fungos e insetos (MELLO e SANTOS; 2001). As atividades
farmacolégicas dos taninos sao devidas a trés agdes comuns aos dois grupos
de taninos (JESUS, 2012). Essas agbes correspondem: a habilidade de
complexagao com moléculas e logo com macromoléculas (ou seja proteinas e
polissacarideos); apresentam também atividade antioxidante e sequestradora de
radicais livres; outros estudos demosntraram o importante fator de complexacao
com ions metalicos, como ferro, manganés, cobre, aluminio, calcio, entre outros
(JESUS, 2012, SANTOS et al., 2004). De acordo com Santos et al. (2004),
quando envolvidos em processos de cura de feridas, queimaduras e
inflamagdes, os taninos ajudam na recuperagdo, formando uma pelicula
protetora sobre a mucosa ou a pele, assim contribuindo na recuperagao natural
do organismo. Tais compostos influenciam nas caracteristicas organolépticas,
sendo responsavel pela adstringéncia de muitos alimentos e bebidas,
especialmente cha, café e vinhos (DEWICK, 2002). A quimioclassificagdo dos
taninos se baseia na identidade dos nucleos fendlicos e na maneira como se
unem, sendo divididos em duas classes: a classe dos taninos hidrolisaveis e a
classe dos taninos condensados (SIMOES, 2010 e JESUS, 2012)

Os taninos hidrolisaveis consistem em ésteres derivados de
acidos galicos (galotaninos) e &cidos elagicos (elagitaninos) glicosilados,
formado a partir da via do chiquimato, onde os grupos hidroxila do agucar sao
esterificados com os acidos fendlicos. Em taninos hidrolisaveis o composto 3-
1,2,3,4,6-pentagaloil-D-glicose, Figura 6, representa o maximo grau de
substituicdo na B-D-glicose, sendo considerado o precursor imediato para as

galotaninos e elagitaninos (SIMOES, 2010).
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Figura 6- Estrutura do composto 3-1,2,3,4,6-pentagaloil-D-glicose, para taninos

hidrolisaveis.
OH
HO OH
OH
0 (0] (6] OH
o)
Os_ O
S OH
HO o 5
OH
HO OH OH
OH HG  OH

Fonte: Simbes (2010).

Os taninos condensados ou proantocianidinas, largamente
encontrados no reino vegetal, sdo polimeros e oligbmeros de flavan-3-ol e/ou
flavan-3,4-diol, produtos do metabolismo do fenilpropanol. As proantocianidinas,
assim denominadas atualmente, apresentam ampla diversidade estrutural,
sendo composta de moléculas monoméricas de catequina, epicatequina e
epigalocatequina, os quais sao flavonoides comuns como mondémeros livres
(FIGURA 7) (MAZZA, 1995; MONTEIRO et al., 2005; OLDONI, 2010).

Figura 7-Estruturas principais dos taninos condensados
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Fonte: Cabrita, Ricardo-da-Silva e Laureano (2004)

Dentre esses dois grupos de taninos, somente os taninos
condensados ocorrem nas uvas e seus derivados. Os monémeros, oligbmeros e
polimeros formados a partir de catequina e epicatequina sao encontrados em
uvas da espécie Vitis viniferas (OLDONI, 2010). Conforme Jordéo et al. (2000),

ao estudar parte do cacho de uva (semente, casca ou engago) espécies
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diferentes de uva, diferentes praticas de manejo na cultura da vinha durante a
maturacao, fatores de adubacao, manutencao folhear da vinha e a pratica da
desfolha, demonstrou que direta e indiretamente podem influenciar os teores de

taninos na uva.

2.3.1.4 Flavonoides

Dentre os compostos fendlicos, os flavonoides constituem-se
como maior grupo de compostos presentes em plantas. A estrutura dos
flavonoides é composta por dois anéis aromaticos, A e B, ligados por um anel
pirano C6-C3-C6, conforme ilustra a Figura 8. As subclasses dos flavonoides
provém das variagbes de substituicdo do anel C, apresentada na Figura 9,
originando assim flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavondis (catequina) e
antocianinas (ROCKENBACH, 2008; OLIVEIRA, 2010; BOVOLENTA, 2015).

Figura 8-Estrutura genérica dos flavonoides

Fonte:Balasundram et al. (2006)
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Figura 9-Estrutura genérica das principais classes de flavonoides
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Fonte: Balasundram et al. (2006)

Em suma os flavanoides sdo responsaveis pela coloragao das
flores e frutos. Nos tecidos da uva (semente, casca e polpa) sdo encontrados
esses compostos, o qual origina coloragdo em vinhos. Entre as caracteristicas
dos flavonoides é a sua capacidade de ser polimerizados com acgucares, nao
flavonoides e até mesmo com outros flavonoides. Comumente em vinhos a maior
parte sdo catequina, proantocianidinas e antocianinas (CABRITA, RICARDO-
DA-SILVA e LAUREANO, 2004).

2.3.1.5 Antocianinas

A subclasse antocianinas, pertencente aos metabdlitos
secundarios originados a partir da classe dos flavonoides, sao heterosideos que
normalmente apresentam em sua estrutura quimica um residuo de agulcar no
carbono 3, dentre eles glicose, xilose, arabinose, ramnose, aos quais podem
estar ligados a &cidos fendlicos, como p-cumarico, fenilico e vanilico, como
ilustra a Figura 10. A reacdo de hidrolise desses heterosideo origina uma
molécula glicidica e uma aglicona, sendo a ultima denominada antocianidina
(DEWICK, 2002; ANDERSEN e JORDHEIM, 2006; PEREIRA e CARDOSO,
2012).
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Figura 10- Estrutura quimica da antocianina 3-glicosideo. A posi¢cao Rs= H;
CH3CO; CoHgO3; CoHsO4

R2

OH

o HO
5 4 \ o OH

As antocianidinas mais comuns sdo as delfinidina, cianidina,
petunidina, pelargonidina, peonidina e malvidina, o qual representa a aglicona
na maioria das plantas, conforme ilustra a Figura 10 e Tabela 2. Elas diferem
devido ao numero de grupos hidroxilas e/ou metoxi presentes, tipos, numeros,
sitios de ligagao dos agucares na molécula e tipos e numero de acidos alifaticos
ou aromaticos que estdo ligados aos agucares da molécula (SCHWARTZ et al.,
2010; SOUZA, 2013).

Tabela 2- Principais substituintes das antocianinas

Antocianina R1 R2
Pelargonidina (pg) H H
Cianidina (cy) OH H
Peonidina (pn) OCHs3 H
Delfinidina (dp) OH OH
Petunidina (pt) OCHjs OH
Malvidina (mv) OCHjs OCHjs

Fonte: Terci e Rossi (2002)

As antocianinas sdo um grupo de pigmentos naturais com
estruturas fendlicas variadas. A presenca da molécula de aclcar nas
antocianinas confere maior solubilidade e estabilidade aos pigmentos, no
entanto, pode promover menor atividade antioxidante quando comparado com
as antocianidinas. Esses pigmentos naturais sdo componentes de muitas frutas
vermelhas e hortaligas escuras, apresentando grande concentragéo nas cascas
de uvas tintas e estd amplamente empregada na dieta diaria (ARAUJO, 2008;
WU et al, 2013).
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Para a elaboracao de vinhos tintos, as antocianinas € um
componente importante para a produgdo, devido a sua contribuicdo para os
atributos sensoriais e, principalmente, para a coloragdo do produto (MUNOZ-
ESPADA et al., 2004). Uma fonte alternativa de antocianinas sao os residuos
das industrias vinicolas, extraidas com uma combinagao de solventes orgéanicos
(dgua, etanol, metanol, por exemplo) e acidos (acido acético, acido cloridrico,
acido férmico), porém o processamento da uva faz com que as antocianinas
sejam hidrolisaveis perdendo a parte glicosidica, originando as antocianidinas
(MONRAD et al., 2010; SOUZA, 2013).

Em relagéo aos estudos de caracterizagao, biomonitoramento e
utilizagao generalizada das antocianinas o grande entrave para essa utilizagcao
€ a baixa estabilidade (FERREIRA, 2013). Segundo Francis (1989), os fatores
que influenciam principalmente a estabilidade dessas moléculas sao a estrutura
quimica (carga formal de +1 na carbonila do C2), pH, temperatura, luz, presenga
de oxigénio, degradagdo enzimatica e interagbes entre os compostos dos
alimentos, tais como 4cido ascorbico, ions metalicos, agucares e copigmentos.
A maior estabilidade das antocianinas se da em pH acido, baixas temperaturas,
baixa concentracdo de oxigénio, auséncia de luz e baixa atividade de agua
(SCHWARTZ et al, 2010).

2.4 RADICAIS LIVRES, ESTRESSE OXIDATIVO E POTENCIAL ANTIOXIDANTE

O oxigénio molecular é parte essencial na vida aerdbica, sendo
responsavel pelo complexo processo de fosforilagdo oxidativa, ou seja, é o ultimo
aceptor de elétrons na respiragdo mitocondrial, em que esse oxigénio molecular
sofre reducao tetravalente, com aceitagcdo de quatro elétrons, resultando na
formagdo da agua, conforme descrito abaixo (Reagdo 1 - 4) (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997; KVIECINSKI, 2007). Durante esse processo sao formados
intermediarios reativos denominados radicais livres, cujos elétrons
desemparelhados encontram-se centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio,
ERO ou ERN, respectivamente. As principais EROs distribuem-se em dois
grupos, os radicalares: hidroxila (HO®), superoxido (O2™), peroxila (ROO’) e
alcoxila (RO’); e os n&o-radicalares: oxigénio, peréxido de hidrogénio e acido

hipocloroso. Dentre as ERN incluem-se o 6xido nitrico ("NO), 6xido nitroso
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(N203), acido nitroso (HNO2), nitritos (NO3’), nitratos (NOs’) e peroxinitritos
(ONOO") (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999; BARREIROS, 2006).

Reacao 1-4: Reducao tetravalente do oxigénio molecular a 4gua

0, + & —» 03~ (1)
07+ o 2 > 0, @
H0z+ e—2—» HO"+ HO @)
HO + e " o  H,0 (4)

O excesso desses radicais € combatido por substancias
antioxidantes produzidas pelo organismo ou ingerido na dieta. Os antioxidantes
sao quaisquer substancias que, quando presente em baixa concentracido e
quando comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne
significativamente a oxidagdo do mesmo (HALLIWELL, 2000). Essas defesas
antioxidantes produzidas pelo corpo podem agir enzimaticamente, a exemplo as
enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) ou, ja as néao
enzimaticamente: a glutationa reduzida (GSH), ascorbato (ASC), peptideos de
histidina e proteinas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina). Ja os antioxidantes
provenientes da dieta, no qual o organismo utiliza de forma intermediaria sao: o
a-tocoferol (vitamina-E), B-caroteno (provitamina-A), acido ascoérbico (vitamina
C), e compostos fendlicos onde se destacam os flavonoides (quercentina) e
taninos (acido elagico) (HUSAIN e CILLARD, 1987; HALLIWELL et al., 1992;
HALLIWELL et al., 1995; PIETA, 2000). Entretanto, o organismo pode estar
submetido a um processo denominado de estresse oxidativo, devido a producao
excessiva de EROs e/ou uma diminui¢cdo das defesas antioxidantes capaz de
comprometer o balanco redox. Quando ocorre um desequilibrio na relagado ERO
e defesas antioxidantes, duas situacbes sao esperadas. A primeira ocorre
quando as defesas antioxidantes naturais e as moléculas antioxidantes ingeridas
pela dieta encontram-se em maiores numeros do que as espécies reativas
produzidas pelo organismo. Nesse caso, acontece uma redugdo nos niveis

normais de espécies reativas, resultando em uma incapacidade de sinalizacao
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celular, ocasionando em perda da capacidade proliferativa da célula. A outra
probabilidade, as defesas e moléculas antioxidantes s&o insuficientes para
neutralizar o excesso de espécies reativas formadas, ocasionando lesdes em
organelas, membranas, tecidos, enzimas, causando em perda de fungéo celular
e/ou tecidual, desenvolvendo uma patologia especifica (HENSLEY et al., 1995;
HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999).

As EROs podem reagir com biomoléculas tais como proteinas,
lipideos, acidos nucleicos e carboidratos, seja através de ligagbdes covalentes ou
por ataque as cadeias laterais (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999;
KVIECINKSI, 2007). Assim, quando os niveis dessas espécies estdo elevados
no organismo ocorre o0 processo degenerativos e de envelhecimento,
consequentemente, essa acao pode acarretar o desenvolvimento do cancer,
aterosclerose, doengas neurodegenerativas e cataratas (FERREIRA, 1997,
HARMAN, 1992; KVIECINKSI, 2007). Ja as ERNs, podem estar relacionadas as
doencas inflamatdrias, por exemplo, artrite crénica, enfisema de pulmao e
aterosclerose (SIES, 1993; KVIECINKSI, 2007).

Produtos naturais com atividades antioxidantes sdo importantes
para atenuar o dano oxidativo e assim se tornam imprescindiveis seu uso, estudo
e conhecimento quimico para complementar as defesas dos organismos frente
as espécies reativas. O interesse pelos efeitos antioxidantes dos produtos
naturais vem crescendo atualmente, com foco na saude e na doenca. Assim os
polifendlicos e em particular os flavonoides, presentes na maioria das plantas,
foram sugeridos como efetores no papel de manutengao da saude humana e na
prevencao de diversas doengas, pois possuem estrutura ideal para sequestro de
radicais (MONTORO et al., 2004; BARREIROS, 2006).

De acordo com a literatura as atividades antioxidantes
caracterizadas empregando as uvas tém sido associadas as composi¢des
fendlicas tais como as antocianinas, flavonéis, flavandis, proantocianidinas e
acidos fendlicos (ARCHELA et al., 2013). Outro exemplo é o acido elagico,
encontrado principalmente na uva, morango e nozes, também associado na
prevencdo do desenvolvimento do céncer induzido pelas sustancias
provenientes do uso do cigarro (BARREIROS e DAVID, 2006).

Atualmente, existem diversos estudos frente a capacidade

antioxidante de residuos do processamento de uva. Rockenbach e
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colaboradores (2008) quantificaram os compostos fendlicos totais, antocianinas
totais e atividade antioxidante no extrato de bagag¢o de uva Vitis vinifera das
variedades Tannat e Ancelota, concluiram que o solvente utilizado na extracao
do bagaco da uva afeta diretamente os conteudos fendlicos, antioxidantes e
antocianidinicos. J& Melo (2010), analisou quinze residuos agroindustriais,
dentre os residuos inclui-se o bagago da uva sendo verificado o teor fendlico,
potencial antioxidante, atividade antimicrobiana e composi¢cdo quimica por
CG/MS com extratos de diferentes polaridades e concluiu que os bagagos
estudados de origem vinicola, apresentam maior quantidade de compostos

bioativos e potencial fendlico.

2.5 INFLAMACAO E ESPECIES REATIVAS

A inflamagdo é uma patologia associada a diversos fatores,
dentre estes danos causados pelas espécies reativas, ocorre por meios de
estimulos como exposigdo a agentes quimiotaticos como a citocinas, IL-8, e
produtos da via da lipo-oxigenase, leucotrieno B4, ja nos imunocomplexos, as
proteinas bacterianas e nucleoproteinas, e acdo de macrofagos produzidos
pelos neutréfilos. Assim, o principal radical livre envolvido no processo de
inflamacgéo € o éxido nitrico ("NO), produzido por células endoteliais, macréfagos
e neurénios especificos. E um gas soltvel, possui agdo paracrina, isto &, age em
células proximas ao local de sua producao, possui meia vida curta e o principal
produtor desse radical livre € a enzima NO-sintase, presente em células
endoteliais e em macréfagos. Quando um estimulo inflamatério é provocado,
producao e liberacado da enzima pela célula ocorre, consequentemente aumenta
a liberagéo de ‘NO e agbdes como relaxamento do endotélio (vasodilatagao),
destruicdo de microrganismos e reagdo com o superoxido (O2”) séo obtidas
(DUSSE et al., 2003; WIESE, 2008).

O processo de explosao oxidativa ocorre quando a célula
“ativada”, neutrdfilo da corrente sanguinea em curso de reagdo inflamatéria,
comega a consumir ativamente oxigénio em suas mitocédndrias, no qual esse
consumo nao é direcionado para o seu proprio metabolismo celular e, sim, para
a produgédo de espécies reativas de oxigénio (SGARBI et al., 2006). Como defesa

enzimatica, os neutrofilos sofrem um processo de desgranulacdo com a
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liberag@o para o citoplasma da enzima mieloperoxidase (MPO). Portanto, MPO
€ uma heme proteina que compde o sistema H.O>-MPO-Hialida, um eficiente e
importante sistema com ag¢ao antimicrobiana presente nos granulos azuroéfilos
dos neutrdfilos. O sistema H20,-MPO-Hialida sintetiza o H2O- pelos neutréfilos
por agao da SOD, a partir de 2 moléculas de O2" (WINTERBOUM et al., 1992;
WIESE, 2008). Um importante papel da MPO, na presenga de cloreto, conversao
em H202 em anion hipoclorito (OCI), no qual é uma citotoxina responsavel pela
defesa do organismo contra invasores (bactérias, virus) e células tumorais, mas
por outro lado em excesso pode causar dano aos tecidos normais (BABIOR,
1999; BOGDAN, 2001). A enzima MPO gera outros agentes oxidantes, incluindo
o radical hidroxila ("OH) e o oxigénio singleto ('0O2) (STEINBECK et al., 1992;
WIESE, 2008).

Outro papel importante dentro do contexto reativo €& a
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) oxidase, que é
uma enzima que catalisa a produgao de anions superoxidos a partir de Oz e
NADPH, conforme a Reacdo 5, quando presente na membrana plasmatica
dispara a explosao respiratdria e, consequentemente, a formagao de espécies
reativas (LUNARD e LIMA, 2006). O anion superoxido é produzido nos fagocitos
em desenvolvimentos, onde o radical livre atua como agente tdxico para
organismos que entram em contato com estes fagocitos (BATOT et al., 1995;
WIESE, 2008).

Reagao 5 — Produgao de anions superoéxidos a partir de NADPH
NADPH + 20, —> NADP* + H* + 207" (5)

Existem outros dois mediadores do processo inflamatorio que
sdo capazes de induzir a produgéo de espécies reativas, a interleucina 1 (IL-1)
e o fator de necrose tumoral a (TNF-a).

No perfil inflamatério, as células competentes da resposta
imunoldgica sao ativadas e atuam no processo de inativagao e/ou destruicdo dos
microrganismos invasores, remoc¢do de substancias irritantes e antigenos
protéicos, além de iniciar a reparacao tecidual. Ao fim do processo reparatério,

naturalmente os sinais de inflamagao desaparecem (KEDAGE et al., 2007).
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As plantas séo utilizadas de forma ampla, em geral o uso de
bioativos é empirico. Assim, utilizando-se de forma popular e generalizada para
tratamento de diversos sintomas comum a diversas doencas, entre eles a dor é
a principal razao pela procura de tratamento especializado (NATHAN, 2002), no
qual existe uma grande demanda por medicamentos cada vez mais eficazes
(SHERWOOD et al., 2004). Dentre as classes de medicamentos, atualmente
empregados, estdo os anti-inflamatérios muito utilizados em diferentes tipos de
patologias infecciosas ou ndo (KEDAGE et al., 2007). Como o uso de
medicamentos, nao diferente aos anti-inflamatérios, apresentam efeitos
colaterais quando utilizados de forma empirica, tais como: gastrite, ulceras,
problemas na coagulagdo sanguinea e renais, hipertensdo e insuficiéncia
cardiaca (BATLOUNI, 2010). Nesse sentido, a constante busca por tratamentos
alternativos, os produtos naturais que representam uma fonte de matéria-prima
essencial a novas descobertas e, sobretudo menos evasivos no sistema
imunoldgico, tem-se desenvolvido na industria farmacoldgica e se popularizado,
assim sendo, a utilizagdo de moléculas com efeito anti-inflamatério sao
promissores quando ligado a baixos efeitos colaterais devido ao alto uso desse
composto (HARVEY, 2000; SHUKLA et al., 2010).

Com essa perspectiva os metabdlitos secundarios da uva vém
sendo o foco de estudo com aplicagbes biolégicas importantes, dentre os
estudos se destaca a utilizagdo desses compostos como analgésicos e anti-
inflamatérios com o intuito de controlar a dor e inflamagdo. Chung e
colaboradores (2011) verificaram que os compostos fendlicos presentes na uva
podem atuar diretamente sobre os fatores de transcricio envolvidos na resposta
inflamatéria, assim inibindo a expressao de citocinas. A ingestao de vinho e suco
de uva esta relacionada com a reducao nos niveis de marcadores inflamatdrios,
como citocinas (IL-4, IL-10, IL-13) e quimiocinas (CCR1, CCR2, CCR5, CXCRa3,
CXR4 e CX3CR1) (Séfora-Sousa e Angelis-Pereira, 2013). A uva in natura (Vitis
vinifera) (500 mg/Kg) é capaz de exercer efeito anti-inflamatorio intestinal,
diminuindo alguns mediadores proé-inflamatérios (COX-2, NF-kB e molécula de
adeséo intestinal MadCAM-1) e atividade da MPO, além de aumentar a produgéo
da citocina anti-inflamataéria IL-10 (Ferreira, 2009). Portanto, a biomassa residual
das industrias vinicolas constitui-se de alto teor de metabdlitos secundarios

(compostos fendlicos), o qual relaciona a agao anti-inflamatéria dos extratos.
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Avaliar o potencial antioxidante, identificar os compostos
bioativos presente em extratos vegetais, no caso da casca uva de biomassa
residual, é importante pelo fato de esclarecer a sua agao farmacoldgica. Isto é,
os compostos presente na biomassa, flavonoides e antocianinas por exemplo,
apresentam caracteristicas estruturais de potencial antioxidante e

consequentemente agao anti-inflamatoria.

2.6 FUNDAMENTACAO TEORICA DOS METODOS

2.6.1 Métodos de Determinacao da Atividade Antioxidante

Varios métodos sao utilizados para determinar a atividade
antioxidante em extratos e substancias isoladas, no qual influencia interferentes
e fundamentos diversos. Com isso, atualmente preconiza-se a utilizacao de duas
ou mais técnicas ocasionando maior precisao na determinacido da capacidade
antioxidante total da amostra (HUANG, OU e PRIOR, 2005).

Dentre os métodos, o mais utilizado para a determinacdo da
atividade antioxidante é o método de sequestro ou absor¢ao do radical DPPH
(2,2-difenil-1-picril-hidrazil). O DPPH é um radical de nitrogénio organico,
estavel, de coloragao violeta e absorgao maxima no visivel de 515-520 nm. Sua
estrutura, Figura 11, pode facilmente aceitar um elétron ou radical hidrogénio
para tornar-se estavel e raramente pode ser oxidada irreversivelmente (BLOIS,
1958).

Por agao de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R),
ocorrera a redugao do DPPH, modificando a coloragdo para amarelo, com
consequente desaparecimento da absorcdo, sendo possivel monitora-la em
funcao da absorbancia, conforme mecanismo apresentado na Figura 11. A partir
dos resultados encontrados, determina-se a porcentagem de atividade
antioxidante ou sequestradora de radicais livres e/ou a porcentagem de DPPH
remanescente no meio reacional, num determinado tempo (BRAND-WILLIAMS
et al., 1995; SANCHEZ-MORENO, LARRAURI et al., 1998).
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Figura 11- Estrutura quimica do radical DPPH e reacao de estabilizagdo com

um antioxidante
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Fonte: Moon e Shibamoto (2009)

A vantagem do método DPPH é a rapidez, simplicidade,
precisdo e reprodutibilidade, que n&o envolve condigbes drasticas de
temperatura e oxigenagao. As preocupacgdes, quanto a utilizagdo do método e
interpretacao dos resultados sao: o tipo e concentragao do composto analisado,
cinética de reacao do antioxidante, caracteristicas do meio reacional (pH, tipo de
solvente), presencga de interferentes, sinergismo, afinidade solvente-substrato e
forma de expressao dos resultados, o que pode acarretar respostas equivocadas
quanto ao potencial antioxidante (MOLYNEUX, 2004).

O método ABTS (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido
sulfénico)), necessita que o radical livre seja gerado por reagdes enzimaticas ou
quimicas, o que nao ocorre no DPPH. Tem sido aplicado para medir a atividade
antioxidante de solugdes puras, misturas aquosas e bebidas, além de uma ampla
utilizacao na faixa de pH, inclusive para estudar efeitos de sua variacao em
mecanismos antioxidantes (PRIOR, WU e SCHAICH, 2005).

A formacdo do radical livre ABTS, de coloragdo azul-
esverdeada, da-se, pela oxidacdo do ABTS pelo persulfato de potassio, com
absorcdo maxima nos comprimentos de onda de 734 nm. Com a adicdo de
antioxidantes ao radical pré-formado reduz o radical ABTS™ a uma intensidade
e escala de tempo que depende da atividade antioxidante, da concentragao e da
duragdo da reacdo (Figura 12). A medida que o radical é reduzido & atividade
antioxidante é determinada pelo descoloramento do ABTS presente no meio (RE
et al.,, 1999; MOON e SHIBAMOTO, 2009).
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Figura 12 - Formacgéao do radical ABTS estavel com o persulfato de potassio e
reacao com antioxidante
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Fonte: Moon e Shibamoto (2009)

Essas reagdes transitam na doag¢ao de hidrogénio e apresenta
baixa seletividade, logo dependendo do composto, como por exemplo, alguns
polifendis e produtos de origem animal, a reagdo com ABTS é muito lenta
influenciando assim no resultado da capacidade antioxidante (SURVESWARAN
et al., 2007).

2.6.2 Determinagao de Fendlicos Totais

A quantificagao dos compostos fendlicos totais pela metodologia
que emprega o reagente de Folin-Ciocalteau baseia-se na redugao dos acidos
fosfotungstico (H3PW12040) e fosfomolibdico (H3PMo12040), presentes no
reagente de Folin-Ciocalteau (amarelo), pelos fendlicos constituintes na amostra
a oxido de tungsténio (WgO23) e 6xido de molibdénio (MosO23) em meio alcalino
(Reacdo 6). Estes oxidos formados apresentam coloracdo azulada, sendo
possivel a quantificagdo da absorbancia da solugao na regiao do visivel (725 nm)
através de uma curva de calibragao de acido galico (Figura 6) correlacionando a
intensidade da cor a concentracdao de fendis presentes na amostra, sendo o
resultado expresso em equivalente de acido galico (EAG) (SINGLETON e
ROSSI, 1965).

Reacao 6-Reacao do reagente Folin-Ciocalteau com compostos fendlicos

H3PW 12040 + H3M012040+ FENOL — W3023 + M03023 (6)
Fonte: Singleton e Rossi (1965)
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2.6.3 Espectrometria de Massas

Dentre as diversas técnicas de identificacdo quimica de
compostos, a espectrometria de massas tem se difundido as mais diversas areas
da ciéncia como Quimica Orgénica, Genética, Analises Clinicas, Metabolémica
e entre outras. Essa técnica analitica é utilizada para identificar, quantificar e
elucidar as propriedades quimicas e estruturais de compostos, o qual
concentragdes baixas (ppt), quantidades de amostras (ao nivel de picograma)
em misturas ou isoladas possam ser analisadas (CROTTI et al., 2006).

O equipamento espectrOmetro de massa constitui de trés
componentes principais: uma fonte de ions, analisador de massa e detector,
Figura 13. Na fonte de ions, moléculas neutras ou ions da solugdo séo
transferidos para fase gasosa, e os ions formados sao controlados pelo campo
elétrico dos analisadores de massa por meio da diferenca de potencial. O
analisador de massa tem a funcao de separar esses ions de acordo com a sua
relacdo massa-carga (m/z), visto que moléculas neutras ndo podem ser
controladas, pois, apresentam ter movimentos aleatérios. Em seguida, o detector
transforma a corrente de ions em sinais elétricos, ions estes que foram
separados pelo analisador, para serem processados (HOFFMAN e
STROOBANT, 2007).

Figura 13- Componentes principais do espectrémetro de massas
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Fonte: O autor
Na espectrometria de massas o que define o tipo de

equipamento é a forma como a molécula pode ser ionizada e o analisador. Uma
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variedade de técnicas de ionizacdo € usada, ionizacdo por elétrons (El),
eletrospray (ESI), ionizagédo e dessorgcéo a laser assistida por matriz (MALDI),
ionizagdo quimica a pressao atmosférica (APCI) e entre outras (WATSON e
SPARKMAN, 2008). A escolha da fonte de ionizagédo é em relagédo as
caracteristicas fisico-quimicas do analito e a energia interna transferida durante
0 processo de ionizagdo, pois técnicas de ionizagdo podem ser muito enérgicas,
por exemplo, El, e causar extensas fragmentagcbes ou mais suave, ESI, e s6
produzirem ions moleculares. A ionizacdo por eletrospray (ESI) inicia-se em
solugdo com adicdo de modificadores orgéanicos (acido formico, acetato de
amdnio, por exemplo) que promovem reagdes acido-base. Posteriormente, a
solucdo é bombeada através de um tubo capilar com alto potencial com o
objetivo de separar as cargas dos compostos orgénicos formados (cations e
anions) pelas reagdes acido-base, ou seja, o tubo capilar promove reagdes de
oxidagao e redugdo dos compostos organicos. Finalmente, os ions presentes
nas gotas carregadas sao transferidos para a fase gasosa, possivelmente, por
dois modelos evaporagao de ions e/ou carga residual, os quais sdo direcionados
através de campos elétricos atrativos para o interior do espectrébmetro de massa
(GROSS, 2004; HOFFMAN e STROOBANT, 2007; WATSON e SPARKMAN,
2008).

Existem diversos tipos de analisadores, por exemplo, TOF, ion
Trap, tempo de voo, mas o quadrupolo € comumente encontrado em laboratérios
de pesquisas. Os analisadores quadrupolares, Figura 14, sdo construidos com
quatro barras de ago alinhadas de forma paralela onde se aplicam potenciais
elétricos que geram campos que permitem a passagem seletiva de ions entre as
barras (FERGUSON, 1965). O principio do analisador quadrupolar € medir a m/z
por meio da estabilidade/instabilidade dos ions que passam por um campo
elétrico tridimensional. Os ions sao atraidos e repelidos durante a trajetéria do
campo elétrico e simultaneamente sendo focalizados no espaco entre as barras
paralelas, pelo fato dos polos das barras se alternarem durante o caminho do
feixe de ions (HOFFMAN e STROOBANT, 2007).
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Figura 14- Esquema do analisador quadrupolo
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Fonte: Adaptacdo de Danum (2017).

Outra aplicabilidade dos analisadores € a utilizagdo como celas
de colisao, ou seja, um gas neutro inerte (argdnio, por exemplo) é introduzido
nestas celas, contendo os ions formados, € a uma determinada energia de
colisdo acarreta reagbes de fragmentagbes, que podem dar informagdes
estruturais, posteriormente esses ions sao direcionados a outro analisador para
leitura de m/z (GROSS, 2004). A técnica de monitoramento de rea¢gdes multiplas
(MRM) é um modo de aquisicdo para a analise das fragmentagdes, os estagios
de “filtragem” dos ions sdo empregados no espectrébmetro de massas triplo-
quadrupolares (QgQ), Figura 15 (GROSS, 2004; HOFFMAN e STROOBANT,
2007).

Figura 15 - Esquema de funcionamento de multiplas reagdes monitoradas em
um espectrémetro de massa triplo-quadrupolo
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Durante a aquisicdo do modo MRM, moléculas ionizadas sao
introduzidas no primeiro quadrupolo, Q4, onde ocorre a selegdo do ion de
interesse. Posteriormente, os ions sdo induzidos para a cAmara de colisdo com
um gas neutro em uma célula de colisdo pressurizada (Qz2). Ao invés de obter o
MS/MS de todos os possiveis ions de fragmentagdo, um pequeno numero de
ions especificos fragmentados é analisado no Qs As vantagens da utilizagao
dessa técnica é a alta seletividade, especificidade, quantificagao, rapidez e
sensibilidade da analise o que pode ser facilmente aplicada em areas industriais
(SCHMIDT et al., 2014; GILLETE e CARR, 2013.)

2.6.4 Carragenina

A carragenina é um polissacarideo sulfatado extraido de alga
vermelha, Chondrus crispus (Figura 16), encontrada ao longo das areas
rochosas da costa do Atlantico das llhas Britanicas, da Europa e América do
Norte. Ela é composta de polimeros anidnicos lineares de 1, 3a-1, 43-galactanos,
que possuem por cada unidade dissacaridea, um sulfato de kappa (k-), dois de
iota (-) ou trés de gama (A-). Em solucdes ibnicas, k- e I- associam-se em
estruturas helicoidais que forma géis rigidos ou flexiveis, enquanto a carragenina
A- ndo forma hélices e sdo ndo-gelatinosas (CARVALHO, 2008; VIERA, 2011).

A carragenina A é comumente utilizada como agente de indugéo
e estudo do processo inflamatério (VADIVELAN et al., 2007; VIEIRA, 2011). Os
principais modelos de indugdo séo inflamagéo aguda em pata de camundongos
ou modelos de artrite. Winter, Risley e Nuss (1962) foram os primeiros que
propuseram o uso da carragenina como agente irritante para indugéo de edema
na pata e, posteriormente foi aceito ser o melhor modelo para indugéo da

inflamagao aguda in vivo.

Figura 16 - Alga vermelha Chondrus crispus (a) e estrutura quimica da carragenina A (b)
n
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Fonte: a) FAO (2017); b) Campos et al. (2009)

A resposta inflamatéria induzida pela carragenina é
caracterizada por uma resposta bifasica, com a formag¢ao de edema resultante
da rapida produgéao de varios mediadores inflamatérios (MENDES et al., 2010).
A fase inicial (60-90 minutos) é atribuida a uma libertacdo de histamina,
serotonina e bradicinina, enquanto a fase tardia (4 - 6 horas) € devido a super
producéo de prostaglandina (OGONOWSKI et al., 1997). O pico de inflamagao
aguda com carragenina € em 4 horas pés-aplicagéo, nesse periodo o edema
esta mais acentuado e ocorre maior migracao celular (MORRIS, 2003; CICALA
et al., 2007).

A inducéo de carragenina como modelo inflamatoério é eficaz,
pelo fato de avaliar as varias etapas que ocorrem no processo inflamatério, seus
mediadores e células envolvidos, além de testar novas drogas para futuros

tratamentos de inflamacao.
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3 OBJETIVOS

Investigar os principais compostos do residuo agroindustrial da
cascada uva (Vitis labrusca) e avaliar a sua capacidade sequestradora de radical

livre, além do seu efeito analgésico e anti-inflamatério em camundongos.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter extratos a partir do bagago da uva (Vitis labrusca);

e Determinar o extrato com maior potencial antioxidante e compostos
fendlicos e flavonoides totais;

e Identificar os compostos bioativos presentes no extrato por
espectrometria de massas;

e Avaliar a atividade analgésica e anti-inflamatéria induzida por carragenina

em camundongos.
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4 MATERIAL E METODOS

A Figura 17 apresenta o fluxograma dos métodos aplicados para
avaliacao do extrato bruto da casca da Vitis labrusca.

4.1 MATERIAL VEGETAL

O residuo agroindustrial de uva, da espécie Vitis labrusca, foi
fornecido pela Cooperativa Agroindustrial dos Viticultores (COAVITI), localizada
no municipio de Marialva, Parana (23°28'20.1"S 51°48'57.9"W), oriundas do
municipio de Rolandia - PR. As sementes pertencentes ao bagago eram
derivadas dos cultivares de uva Isabel e Bordd da safra 2014/2015. O material
vegetal coletado consistia de casca, engago e sementes mantidas congeladas (-

4°C) até o momento do preparo dos extratos.

4.2 OBTENCAO DOS EXTRATOS BRUTOS

As amostras de uvas foram cuidadosamente separadas de
forma manual em cascas e sementes. Os extratos foram preparados com 50,0 g
de amostra, utilizando, como solventes extratores, as seguintes solugdes
hidroetandlica: 0, 30, 50, 70 e 100% (v/v), acidificados com HCl a 0,1% (v/v). As
extragdes (2 x 250 mL) foram submetidas a turbo extragao (M Vithory) por 1 min,
seguida de ultrassonicacéo (Ultranique Q3.8/40) com temperatura controlada
(maximo 25°C) ao abrigo de luz no intervalo de 1 hora, posteriormente filtradas
e armazenados em congelador (-4°C). A remogéao do solvente foi por meio do
evaparador rotativo (Thermo-RC1022) a 20°C e o extrato seco obtido (4,6% de
rendimento) foi acondicionado em congelador (-4°C) e protegido da luz até a

realizacao de todas as analises.
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Figura 17-Resumo geral da metodologia empregada para o extrato bruto da casca da Vitis labrusca
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4.3 TESTE PRELIMINAR

Como teste preliminar para a sele¢do da melhor percentagem de
solventes hidroetandlicos que apresentavam maior potencial bioativo, foram
realizadas analises de atividade antioxidantes pelos métodos DPPH e ABTS,
compostos fendlicos totais e flavonoides totais, metodologias descritas
posteriormente nos itens 4.3.1 a 4.3.3, respectivamente. A amostra com maior
potencial bioativo em relacdo a compostos fendlicos antioxidantes dentre os

cincos extratos seguiram para a identificagdo quimica e aplicagao bioldgica.

4.3 .1 Atividade Antioxidante

4.3.1.1 Determinagcdo da Atividade Antioxidante pelo Método de Seqliiestro de
Radicais Livres (DPPH)

A capacidade antioxidante foi avaliada utilizando o método do
sequestro de radical livre DPPH (2,2 difenil-1-picrihidrazil), segundo Blois (1958).

Os extratos seco da Vitis labrusca em concentragdes-mae entre
8000 pg.mL™ a 5000 ug.mL™", foram diluidos para obter as concentragdes de
7000 pg.mL™" a 100 pug.mL™". Aliquotas de 200 pL das diferentes concentragdes
foram adicionados a mistura reacional contendo 1 mL de tampao acetato 0,1M
(pH 5,5), 1 mL de etanol e 0,5 mL de solugado etandlica de DPPH (250 uM). A
mudanca na absorbancia foi medida a 517 nm (Perkin Elmer Spectrometer
Lambda 25) apés 10 minutos de incubagao em temperatura ambiente e ao abrigo
de luz. O controle positivo foi preparado na auséncia dos extratos, o controle de
cor sem o DPPH e o branco preparado a partir da mistura reacional sem a

solugdo DPPH e o extrato. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas.

4.3.1.2 Capacidade Sequestradora do Radical 2,2, azinnobis (3-

etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTS")

A capacidade sequestradora do radical ABTS™ foi realizada de
acordo com Sanchez-Gonzalez e colaboradores (2005), com algumas
modificacdes.

A solucao ABTS foi preparada em meio aquoso para obtencao
do cation ABTS apés a reagdo de 7 uyM da solugao ABTS com 2,45 yM de
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persulfato de potassio, incubadas em geladeira por 16 h antes do uso.
Posteriormente, diluiu-se a solugdo ABTS com tampéao fosfato (pH 7,4, 0,1 M)
até atingir uma absorbéancia de 0,7 a 0,8 em 730 nm. Aliquotas de 50 pL das
concentragbes 8000 pug.mL™ & 100 yg.mL™" dos extratos secos da Vitis labrusca
foram adicionado a 4 mL da solugdo ABTS™* diluida. As leituras foram realizadas
em espectrofotdmetro (Perkin Elmer Spectrometer Lambda 25) a 730 nm apéds 6
minutos de reacao. O controle positivo foi preparado na auséncia dos extratos,
o controle de cor sem o reagente ABTS e o branco preparado a partir da mistura
reacional sem a solugdo de ABTS. Todos os ensaios foram realizados em

triplicatas.

4.3.2 Compostos Fendlicos Totais

O conteudo de polifendis totais nos extratos foi determinado pelo
meétodo  colorimétrico utilizando o Folin-Ciocalteau como reagente
(KUMATZAWA et al., 2004; GEORGETTI et al., 2008) e o acido galico como
padrao.

Primeiramente pesou-se cerca de 25 mg dos cinco extratos
secos da Vitis labrusca e foram diluidos em 10 mL de acordo com a percentagem
hidroetandlica inicial da extragdo. Aliquotas de 0,5 mL foi misturado com 0,5 mL
do reagente Folin-Ciocalteau e 0,5mL de Na>COs 10%. Apdés 1 hora de
incubacgao a temperatura ambiente, a absorvancia foi medida a 760nm (Perkin
Elmer Spectrometer Lambda 25). Uma amostra em branco foi conduzida nas
mesmas condicoes e os resultados dos compostos fendlicos totais expressos em
equivalete de acido galico (y=0,03419x-0,03030).

4.3.3 Flavonoides Totais

O conteudo de flavonoides totais presente nos extratos foram
determinados pelo método descrito por Rolim et al. (2005) com algumas
modificagdes. Os extratos seco da Vitis labrusca nas concentragdes de 2690
ug.mL™" & 148 ug.mL™" foram diluidas em solug&o de metanol:acido acético 0,02
M (99:1). Adicionaram-se aos tubos de ensaio, 2 mL das solugdes obtidas dos

extratos e as leituras foram realizada em 361 nm em espectrofotometro UV-Vis
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(Perkin Elmer Spectrometer Lambda 25). O resultado de flavonoides totais foi

expresso em equivalente a rutina (y=0,03085x-0,01457).

4.4 IDENTIFICACAO QUIMICA

4.4 1 Instrumental

A identificagao dos compostos fendlicos presente nas cascas do
residuo agroindustrial vitinicultor - Uva Isabel com Uva Bordé- foi realizada em
espectrdmetro de massas triplo-quadrupolo (QqQ) com ionizagéo por eletrospray
(ESI) em modo sequencial (ESIl-tandem-MS) — Waters® e2795 Separations
Modules no laboratério Fenn de Espectrometria de massas na UFPR- Campus

Jandaia do Sul.

4.4.2 Preparo do Extrato para Analise em ESI/MS

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Acido
trifluoroacético (TFA), hidroxido de aménio (NH4OH) e alcool metilico (Vetec,
99,9% a nivel UV/HPLC), foram utilizados para preparo das solugdes.

Uma aliquota de 4,5 mg do extrato de maior potencial bioativo,
determinado nos itens 4.3.1 a 4.3.3, foram dissolvidas em 1 mL de alcool
metilico, sonicadas durante 10 minutos (Unique, Ultra Cleaner 1400),
centrifugadas a 3000 rpm durante 10 minutos e filtradas com microfiltro de 0,22
pum. Posteriormente, esse extrato foi diluido de acordo com a fase moével, ou seja,
adicao de modificador orgéanico: TFA 0,1% e NH4OH 0,1%, para o modo positivo

e negativo, respectivamente e injetadas no equipamento de ESI/MS.

4.4.3 Condigdes de Multiplas Reag¢des Monitoras (MRM)
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Os parametros de analises para MRM-ESI-MS para ionizagéo no
modo positivo foram: vazdo de gas, Argdnio, 0,14 mL.min"!, temperatura da
desolvatagao, 250°C; capilar, 3500 V; cone, 30 V; energia de colisdo, 30 V, vazao
da seringa, 50 yL.min"", tempo de ciclo, 2 s; nimero de canais, 31. Para o modo
negativo de ionizagdo ocorreram: vazido de gas, Argénio, 0,14 mL.min",
temperatura da desolvatagédo, 250°C; capilar, 2500 V; cone, 40 V; energia de
colisdo, 30 V, vazéo da seringa, 50 yL.min", tempo de ciclo, 2,7s; nimero de
canais, 27.

Para as condigdes de fragmentagdo no modo positivo, ESI-MS-
MS, para delfinidina-3-glicosideo foram: vazéo de gas, Argonio, 0,14 mL.min™",
temperatura da desolvatagéo, 250°C; capilar, 3500 V; cone, 30 V; energia de
colisdo, 15V, resolugdo, 12; vazao da seringa, 50 yL.min"'. J& para petunidina-
3-glicosideo e malvidina-3-glicosideo ocorreram em: vazéo de gas, Argonio, 0,14
mL.min”", temperatura da desolvatacdo, 300°C; capilar, 3500 V; cone, 30 V;

energia de colisdo, 30 V, resolucéo, 13; vazéo da seringa, 50 pyL.min™".

4.5 PROTOCOLO EXPERIMENTAL BIOLOGICO

4 .5.1 Animais

Os experimentos foram realizados em camundongos Swiss
machos (20-25 g), provenientes do Biotério Central da Universidade Estadual de
Londrina e mantidos no Biotério do Departamento de Ciéncias Patologicas da
Universidade Estadual de Londrina pelo menos dois dias antes dos
experimentos, utilizando ciclo de claro/escuro (12/12 h). Os animais foram
divididos em gaiolas de polipropileno padrdo medindo 41 x 34 x 16 cm (Insight®)
no biotério de acordo com os grupos experimentais (maximo de 12 animais por
gaiola), com livre acesso a agua e ragcdo e adaptaram-se aos ambientes e
condigbes experimentais com pelo menos 1 hora de antecedéncia em relagao
aos experimentos. Os procedimentos de cuidado e manuseio de animais
estavam de acordo com as diretrizes da Associacao Internacional de Estudo da
Dor (IASP), o qual passou pelo Comité de Etica da Universidade Estadual de

Londrina para aprovagao (numero do protocolo 7534.2016.83).
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4.5.2 Administracéo do Extrato Bruto da Casca da Uva (Vitis Labrusca)

Os animais foram pré-tratados por via oral com extrato bruto da
casca da uva (Vitis labrusca, 20% Tween 80 em salina) que apresentou maior
potencial bioativo obtido nos testes preliminares, itens 4.3.1 a 4.3.3. O extrato
bruto foi homogeneizado com DMSO 2% em salina, nas doses de 30, 100 e 300

mg/kg 60 min antes do estimulo intraplantar com carragenina (100 pg/animal, i.

pl).

4.5.3 Avaliagao da Hiperalgesia Mecénica

A hiperalgesia mecéanica foi avaliada em camundongos pelo
método de Von Frey, como ja descrito previamente por Cunha e colaboradores,
(2004). Em uma sala silenciosa, com temperatura controlada (23 £ 1°C), os
camundongos foram acomodados em caixas de acrilico com piso de grade
metalica, 30 min antes do inicio do teste. Este teste consiste na aplicacao de
pressao pontual crescente na pata posterior do animal com uma ponteira de
polipropileno (didametro de 0,5 mm?) associada a um analgesimetro eletrénico
(Insight®). A press&o necessaria para evocar o movimento de retirada da pata
pelo animal é registrada automaticamente em gramas (g). Os animais foram
testados antes (basal) e em intervalos de 1, 3 e 5 h apdés o estimulo com
carragenina (100 pg/animal, i.pl.) (CUNHA, 2005). Os resultados foram
calculados através da diferenca entre a média de 3 medicdes apds o estimulo

(1-5 h) e a média de 3 medigdes antes do estimulo (basal).

4.5.4 Avaliagao da Hiperalgesia Térmica

A hiperalgesia térmica ao calor foi realizada utilizando uma placa
quente a temperatura 55°C = 1°C (FATTORI, 2015). Os animais foram
submetidos ao teste nos mesmos intervalos descritos para o experimento 4.5.3
e o0s resultados foram apresentados como valores de permanéncia (em
segundos) na placa quente. O tempo maximo para permanéncia na placa quente

foi de 20 s para evitar lesao tecidual.
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4.5.5 Avaliagdo do Edema

As alteragdes no volume da pata foram determinadas utilizando
auxilio de um paquimetro (medidor de espessura). A medida do volume da pata
dos animais foi avaliada antes do estimulo (basal) inflamatério com carragenina
(100 pg/animal, i.pl.) e nos intervalos de 1, 3 e 5h apds. Os resultados foram
calculados através da diferenga entre a média de 2 medigdes apos o estimulo e
a média de 2 medi¢des antes do estimulo (basal) (CONTE et al., 2008).

4.5.6 Medida da Atividade da Enzima Mieloperoxidase (MPO)

O ensaio para determinar a atividade da MPO foi utilizado como
uma medida indireta da presenca de neutréfilos no tecido plantar dos
camundongos (CASAGRANDE et al., 2006). As amostras de tecido plantar
subcuténeo foram coletadas 5 h apds o estimulo com carragenina (100 pg, i.pl.)
e colocadas em solugao tampéao de Ko2HPO4 (pH 6,0), contendo 0,5% de HTAB.
As amostras foram homogeneizadas com auxilio de Polytron® (PT3100) e
centrifugadas a (16100 xg, 4°C, 2 min) e o sobrenadante coletado. Brevemente,
10 pl de amostra do sobrenadante foram misturadas com 200 pl de solugao
tampao de fosfato 50 mM em pH 6,0, contendo 0,167 mg/ml de dihidrocloreto de
o-dianisidina e 0,015% de peroxido de hidrogénio. As absorbancias das
amostras foram registradas em espectrofotbmetro de microplacas
(ThermoScientific, MultskanGO) em comprimento de onda de 450 nm. A
atividade da MPO foi comparada a uma curva padrao de neutrdfilos e o resultado
expresso como atividade da mieloperoxidase (n° de neutréfilos x10*/mg tecido)
(CASAGRANDE et al., 2006).

4 5.7 Analise Estatistica

Os resultados dos parametros hiperalgésicos foram

apresentados como média £+ EPM (erro padrdo da média) de mensuragdes
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realizadas em 6 animais por grupo com 2 repeti¢cdes. Utilizou ANOVA de duas
vias seguida do pos-teste de Tukey para comparar os grupos e doses em todos
os tempos (curvas). Para os demais ensaios os resultados foram apresentados
como média £+ EPM (erro padrdo da média). Empregou-se ANOVA de uma via
seguido pelo pés-teste de Tukey para experimentos com tempos especificos.
Ambas as analises foram considerados diferengas significativas para P < 0,05.
As concentragdes dos extratos que reduziram os radicais livres
em 50% (ICso) foram determinados pelo software GraphPad Prism®, verséo

5.01, utilizando curva hiperbdlica (one site binding).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 TESTE PRELIMINAR

A selecao do melhor solvente extrator foi determinada pelos
ensaios antioxidantes, compostos fendlicos e flavonoides totais, esta etapa teve
o prop6sito de direcionar as analises de identificagdo quimica e atividade anti-
inflamatéria, para o extrato com maior potencial bioativo de carater antioxidante.
A percentagem de inibicdo da atividade antioxidante aniénica, DPPH, para os
cincos extratos da Vitis labrusca estao expresso na Figura 18.

Figura 18- Inibigcao percentual da atividade antioxidante in vitro do extrato bruto
para os cincos solventes extratores utilizados na Vitis labrusca
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Os extratos na concentragéo de 400 pg.mL™" apresentaram um
percentagem maxima de inibigdo entre 80% e 58%, para o extrato EtOH 70% e
EtOH 100%, respectivamente. Apds essa concentracao, as curvas indicaram um
inicio de platdé no sequestro do radical livre pelos extratos, ou seja,
independentemente do aumento da concentracao de extratos a maxima inibicao
do radical livre DPPH sera em 500 ug.mL™". Observa-se nas curvas de EtOH

70% e EtOH 50% um comportamento semelhante nas percentagens de inibigao
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no decorrer das concentracdes estudadas. Ja os extratos da Vitis labrusca que
utilizaram os solventes H>.O 100% e EtOH 100%, apresentaram na concentracao
de 200 pg.mL" um cruzamento nas curvas em aproximadamente 40% de
inibicao.

A resposta da capacidade de sequestro do radical DPPH é em
relagcdo a concentragdo de extrato e a percentagem de inibicdo em 50% (ICsp),
isto €, quanto menor o ICso menor sera a concentragéo de extrato necessaria
para inibir 50% do radical DPPH. Os maiores valores de ICso foram encontrados
para os extratos EtOH 100% e H,O 100%, os quais apresentaram 227 ug.mL" e
235 pg.mL™", respectivamente. Os ICso de 162 ug.mL™", 147 yg.mL" e 128 pyg.mL
' s&o referentes aos extratos hidroetandlicos da Vitis labrusca EtOH 70%, EtOH
50% e EtOH 30%, respectivamente. Esses resultados indica que o aumento de
H20 na solugao extratora possibilitou a extragcdo de compostos com capacidade
doadora de atomos de hidrogénio.

Outro método de atividade antioxidante foi aplicado aos cinco
extratos, Figura 19, no intuito de observar a capacidade dos extratos em

sequestrar o cétion radical ABTS".

Figura 19- Capacidade antioxidante dos diferentes extratos bruto da Vitis
labrusca para diferentes percentuais de agua e etanol frente ao
radical livre ABTS-
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Os extratos apresentaram maxima inibi¢do do radical em 100%
com concentragdo de 100 pug.mL". O extrato aquoso, na mesma concentragéo
inibiu somente 38% do radical livre ABTS, assim maiores concentragdes devem
ser aplicadas para que a maxima inibigao seja alcangada. O extrato EtOH 30%
apresentou quase um comportamento linear em relagdo a percentagem de
inibicdo correlacionadas com a concentragéo de extrato. As curvas de EtOH 70%
e EtOH 50% tiveram o mesmo comportamento de inibigao crescente, como
também encontrado para o método DPPH.

A capacidade antioxidante dos extratos frente ao método ABTS,
como no método DPPH, foi expressa em valores de ICso. Os extratos EtOH 100%
e EtOH 30% apresentaram os maiores valores de concentragao inibidora do
radical livre ABTS, 45,94 ug.mL™" e 47,70 yg.mL™" respectivamente. O ICso do
EtOH 70% foi de 30,47 ug.mL'. Ja o EtOH 50% foi o extrato com melhor
capacidade de reduzir radical livre em 50% com 27,76 pug.mL"' em comparagéo
com os outros extratos testados. Em contrapartida, verificou-se que o extrato

aquoso na maior concentragdo usada nao atingiu o 50% de inibicdo de radical.

Observa-se que os dois métodos antioxidantes DPPH e ABTS
apresentaram valores de ICsq distintos. Pelo fato do método DPPH consistir em
receber um atomo de hidrogénio e o ABTS em sequestrar o cation ABTS™ por
meio das substancias capazes de doar ou receber atomos e elétrons, o que
explica maiores concentragbes para DPPH em relagdo ao ABTS (SUCUPIRA et
al., 2012).

Os teores dos compostos fendlicos totais para os extratos estao
ilustrados na Figura 20. Observa-se que o extrato EtOH 70% apresentou a menor
concentragéo de compostos fendlicos com 10,22 mgGAE.g ™, seguido por 14,90
mgGAE™" para o extrato com EtOH 30%. Os extratos EtOH 100% e o EtOH 50%
apresentaram 24,75 mgGAE.g" e 26,62 mgGAE.g" respectivamente. Ja o
extrato aquoso apresentou maior quantidade de fendlicos totais com 38,59
mgGAE.g". Diversos autores, evidenciaram que extragdes hidroalcoolicas
confere uma quantidade de compostos fendlicos totais (ROCKENBACH et al.,
2008; SPAGOLLA et al., 2009; SOUZA-SARTORI et al., 2013) e a concentragao
de polifendis encontrada para o extrato aquoso consisti na presenca de
interferentes na extragao da Vitis labrusca, por exemplo, acido ascorbico
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(EVERETTE, 2010), visto que o residuo agroindustrial, principalmente, para
produgédo de sucos, ocorre a adigdo de acido ascérbico (EMBRAPA, 2007).

Figura 20- Quantificagdo dos compostos fendlicos totais para os cinco extratos
bruto da casca da Vitis labrusca. Resultados expressos (no eixo y)
em mg equivalentes de acido galico por grama de extrato (mg GAE"

1)_
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Em continuidade aos experimentos os teores de flavonoides
totais foram inferiores a 20 mgRTE.g"' para os cincos extratos estudados,
conforme ilustra a Figura 21. Observa-se que o extrato aquoso, o qual
apresentou alto teor de compostos fendlicos, foi o que menor apresentou
concentragdo de flavonoides, 10,27 mgRTE.g"', como supraescrito. O acido
ascorbico é um interferente no método de Folin-Ciocalteu e como a técnica nédo
€ seletiva, teores de fendlicos totais podem ser interpretados de forma
equivocada. Contudo, os extratos obtidos com EtOH 100%, EtOH 70%, EtOH
50% e EtOH30%, mostraram teores de flavonoides totais de 15,29 mgRTE.g™",
16,32 mgRTE.g", 19,15 mgRTE.g" e 17,86 mgRTE.g™", o que corrobora com os
resultados de compostos fendlicos totais. Outro fato que observado durantes as
analises e tratamento de dados é a proximidade dos teores quanto aos
compostos fendlicos e flavonoides totais, por exemplo, o EtOH 30% com 14,898
mgGAE.g" e 17,86 mgRTE.g"'. Os sinergismos dos compostos presente nos
extratos contribuiram de forma positiva na quantificagao desses teores, visto que
os extratos foram analisados na forma bruta, sem nenhum processo de

purificacao.
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Figura 21- Quantificagdo flavonoides totais para os cinco extratos bruto da
casca da Vitis labrusca. Resultados expressos (no eixo y) em mg
equivalentes de rutina por grama de extrato (mgRTE™").
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Finalmente, a partir de todos as analises preliminares e
consideragdes o melhor solvente extrator para a casca residual da Vitis labrusca
foi o extrato EtOH 50%. Todos os testes preliminares evidenciavam um 6timo
comportamento em relagdo aos demais extratos, em relagcdo a atividade
sequestradoras de radicais livres, 147 pug.mL™" e 27,76 pug.mL" para DPPH e
ABTS respectivamente, teor de compostos fendlicos 26,62 mgGAE.g" e
flavonoides totais 19,15 mgRTE.g", presumivelmente aumentado a polaridade e
extraindo compostos bioativos promissores.

Melo e colaboradores (2011), avaliaram a composi¢ao fendlica
e atividade antioxidante de trés residuos agroindustriais, entre eles o bagacgo de
uva Isabel extraido com etanol 80%, no estudo o bagago da uva Isabel
apresentou 16,57 mg GAE.g" e 200 ug/mL para fenois totais e atividade
antioxidante (ICso), respectivamente. Os resultados encontrados para o extrato
EtOH 50% foram superiores ao encontrado por Melo e colaboradores (2011),
diferencas entre safra, condicdes climaticas, peculiaridades de processamento
e 0 método de extragdo interfere nos resultados de teor de polifendis
antioxidantes de materiais vegetais (Ruberto et al., 2007). Rockenbach e
colaboradores (2011) quantificaram os compostos fendélicos em bagagos de uvas
de trés vinicolas diferentes e das variedades Vitis labrusca e Vitis vinifera e
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obtiveram entre 32,62 a 74,74 mg GAE.g". Ja o teor de flavonoides totais,
encontrados pelos autores, para a variedade Isabel apresentou 26,39 mg/100g
resultados que nao corroboram com extrato EtOH 50%, devido a utilizacao de
metanol e liofilizagdo, que apresenta maior eficiéncia de extragao e concentragao
do analito, respectivamente, mas acarreta problemas de toxicidade e
degradacéao de substancias, por exemplo, antocianinas.

5.2 IDENTIFICACAO QUIMICA

O foco do presente estudo foi identificar os principais compostos
fendlicos com potencial biolégico no extrato EtOH 50% bruto da casca da Vitis
labrusca. Dentre a identificagdo estdo as antocianinas e os flavondis
apresentados na Tabela 03. Os compostos foram determinados através de duas
injecdes diretas no ESI/MS pela técnica MRM no modo positivo e negativo, de
carater qualitativo com um tempo maximo de analise de 2 minutos para cada

injec&o, evidenciando assim a rapidez na identificagao (verificar Apéndices 1 a7).

Tabela 3- Dados de MRM para o extrato EtOH 50% da casca da Vitis labrusca.

[M-H]
Compostos [M-H] Apéndices
m/z
Antocianinas®
Peonidina-3-O-glicosideo 463 Apéndice 3
Delfinidina-3-O-glicosideo 465 Apéndice 4
Petunidina-3-O-glicosideo 479 Apéndice 2
Malvidina-3-O-glicosideo 493 Apéndice 1
Cianidina-3-O-p-coumaroil-glicosideo 595 Apéndice 4
Peonidina-3-O-p-coumaroil-glicosideo 609 Apéndice 3
Petunidina-3-O-p-coumaroil-glicosideo 625 Apéndice 2
Malvidina-3-O-p-coumaroil-glicosideo 639 Apéndice 1
Malvidina-3,7-O-diglicosideo 655 Apéndice 1
Flavonois®
Apigenina-7-glicosideo 431 Apéndice 5
Luteolina-7-glicosideo 447 Apéndice 5
Quercentina-3-galactosideo 463 Apéndice 5
Isoramnetina-3-glicosideo 477 Apéndice 6
Miricetina-3-rutinosideo 627 Apéndice 6

alon modo positivo, antocianinas; *lon modo negativo, flavonois
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A técnica de multiplas rea¢gdes monitoradas (MRM) é um método
de andlise sensivel em relacdo ao full scan, visto que apenas o ion e seu
fragmento pré-selecionado s&o observados no analisador do espectrometro de
massas (IGLESIAS, 2016), sendo assim nao foi possivel obter todos os
espectros de fragmentagcédo dos compostos identificados em MRM, visto que os
ions identificados apresentaram instabilidade.

A Tabela 4 apresenta os dados obtidos das fragmentagdes das
antocianinas presentes no extrato hidroetandlico bruto da casca da Vitis labrusca
(EtOH 50%).

Tabela 4- Dados de MS/MS para as antocianinas presente no extrato da Vitis
labrusca.

Antocianina [M-H] MS/MS Apéndice

m/z m/z
Delfinidina-3-O-glicosideo 465 317 Apéndice 7
Petunidina-3-O-glicosideo 479 303 Apéndice 8
Malvidina-3-O-glicosideo 493 331 Apéndice 9

Os espectros de fragmentagao (verificar Apéndice 7 a 9), foram
obtidos para 3 antocianinas, petunidina-3-glicosideo, delfinidina-3-glicosideo e
malvidina-3-glicosideo, com ions caracteristicos de 317 m/z, 303 m/z e 331 m/z,
respectivamente, considerados majoritarios dentre as antocianinas identificadas.
Nas fragmentagdes, as antocianinas apresentaram perda da parte glicosidica
(m/z 162) comum nas antocianinas, pelo fato de ser uma regido de ligacao
passivel de ocorrer reacoes de hidrdlise, visto que a quantidade de eletrons
envolvidos € menor em relagédo as ligagdes duplas e triplas, presente no anel
pirano por exemplo, pelo fato da forga de repulsdo entre elas ser maior
acarretando aumento da estabilidade da ligacdo (ATKINS, 2006). As
antocianidinas formadas, malvidina, delfinidina e peonidina sdo comuns em
subprodutos vinicolas visto que o processamento da uva faz com que as
antocianinas sejam hidrolisaveis (MONRAD et al., 2010; SOUSA, 2015).

Ribeiro e colaboradores (2015) caracterizaram diferentes
amostras de bagaco de uva — Cabernet Sauvignon, Merlot e uma mistura de
Bordeaux (65%), Isabel (25%) e Terci (10%) — e por meio da técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrometria de massas identificaram
13 antocianinas, que incluiu as antocianinas-acetilglicosidicas. Além das

antocianinas as amostras dessa mistura de bagago indicaram a presenca dos
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acidos fendlicos (acido hidroxibenzdicos e hidroxicindmicos), catequina,
quercentina, rutina, kaempferol e trans-resveratrol, comumente encontrado em
residuos vinicolas.

Os compostos presentes nos residuos agroindustriais vinicola
sdo bastante elucidados na literatura. O emprego da técnica MRM no presente
trabalho teve como foco rapidez e sensibilidade, visando possivel aplicagao
industrial para determinar os compostos bioativos que sdo descartados em

residuos e assim ter um melhor aproveitamento e aplicacdo dessas substancias.

5.3 POTENCIAL ANTI-INFLAMATORIO E ANALGESICO IN VIVO

O extrato hidroetandlico (1:1, v/v) bruto da casca da Vitis
labrusca, EtOH 50%, apresentou atividade analgésica e anti-inflamatéria
verificado com a inibigdo da hiperalgesia mecénica, hiperalgesia térmica, edema
da pata, e atividade da enzima MPO, conforme a Figura 22.

A hiperalgesia mecanica e térmica induzida por carragenina
inibiram a partir da primeira hora apos o estimulo, Figura 22A e Figura 22B. As
doses de 100 e 300 mg/kg do extrato da Vitis labrusca apresentaram diferenga
estatisticamente significativa ao grupo carragenina em todos os tempos (1,3 e 5
h), enquanto a dose de 30 mg/kg n&o apresentou diferenga significativa quando
comparada ao grupo controle carragenina.

O extrato nas concentragdes de 100 e 300 mg/kg administradas
nos camundongos inibiram o edema da pata induzido por carragenina apés a
primeira hora, conforme ilustra a Figura 22C. Essas doses reduziram 50% do
edema da pata quando comparadas ao grupo controle nos tempos de 1 e 3
horas. O grupo controle apresentou um edema da pata de aproximadamente 0,4
mm/pata e a dose de 30 mg/kg ndo apresentou estatisticamente diferengas
significativas em todos os tempos (1, 3 e 5 h) em relagdo ao grupo controle. O
estimulo de carragenina aumentou significativamente a atividade da enzima
MPO apés 5 horas (Figura 22D). As doses 100 e 300 mg/kg apresentaram
diferengas significativas na atividade de MPO em relagdo a carragenina,

sugerindo redug¢ao no recrutamento de neutrofilos.
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Figura 22- Extrato hidroalcodlico (1:1) bruto da casca da Vitis labrusca reduz
hiperalgesia mecéanica, hiperalgesia térmica, edema plantar e
recrutamento de neutréfilos induzidos por carragenina. O animais
foram pré-tradados (1h) com as doses de 30, 100 e 300 mg/kg de
Vitis labrusca. ApoOs isso, 0s animais receberam estimulo com
carragenina (100 pg/animal, i.pl.). A hiperalgesia mecéanica (A),
hiperalgesia térmica (B), edema plantar (C), e atividade da MPO (D)
foram avaliados 1, 3 e 5 horas apdés a injecdo de estimulo
carragenina. Resultados expressos em meédia + erro padrdo da
média (n = 6 por grupo experimental). *p< 0,05 vs. grupo salina.
#p<0,05 vs. grupo carragenina.
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A dor de origem inflamatoria resulta do aumento da
excitabilidade (sensibilizagdo) dos nociceptores periféricos decorrentes da
estimulacdo de mediadores pro-inflamatérios. Apdés um estimulo com
carragenina, uma cascata de citocinas pro-inflamatérias precede a liberagao de
aminas simpaticas e protaglandinasE2 (PGE2) que levam a sensibilizagéo dos
nociceptores. Essa cascata inicia com a liberagao da alarmina IL-33 (ZARPELON
et al., 2013) a qual estimula a produgao sequencial de TNF-a, IL-6,IL-138 e PGEZ2;
e TNF-a, CXCLA1, IL-1B e aminas simpaticas (CUNHA et al., 2005; VERRI et al.,
2006). Essas moléculas, ao se ligarem em seus receptores ativam kinases (PKA
e PKC, por exemplo), que por sua vez fosforilam canais idnicos (TRPV1, TRPA1,
Nav1.8; por exemplo) e ativam os nociceptores (BRAZ et al., 2014).

A presencga de neutréfilos € um denominador comum no que se
refere a dor inflamatdria. Eles tém papel fundamental na manutencao da dor
inflamatdria (CUNHA et al., 2008). Neutrofilos recrutados produzem citocinas
pré-inflamatérias como IL-1B, TNF-a e IL-33 (VERRI et al., 2006). Desse modo,
a deplegao de neutrdfilos (anticorpo anti-neutrdfilo), inibicdo da migragéo dessas
células (fucoidan), ou utilizagdo de antagonistas do receptor de endotelina-1
reduzem a migragdo de neutréfilos e a hiperalgesia (CUNHA et al., 2008;
sdo altamente atrativas devido ao fato de as citocinas mencionadas serem
dependentes do NF-kB (GHOSH e HAYDEN, 2008). De fato, ha diversos relatos
da utilizagédo de polifendis com agéo sobre esse fator de transcrigdo (CALIXTO-
CAMPOS et al., 2015; FATTORI et al., 2015; VERRI et al., 2012).

Entender a estrutura dos compostos presentes em extratos ou
substancias isoladas € importantes no processo de busca de novos agentes anti-
inflamatérios, isto esclarecerda como determinada estrutura vai interagir com o
receptor, de acordo com os grupos funcionais presente na substancia
(THEOHARIDES et al., 2001). Dentre as substancias identificadas no extrato
hidroetandlico da casca da Vitis labrusca, as antocianinas e os flavonadis
apresentam como caracteristica comum um anel pirano C6-C3-C6, como ja
ilustrada na Figura 8. A insaturagdo no anel C (posigdes 2-3), 0 numero e a
posicado de grupamentos hidroxilas (por exemplo: padrao catecol no anel B, ou
seja, 3’,4’-di-hidroxilado da quercentina-3-galactosideo (Apéndice 5, pag, 91), a

carbonila em C-4 (anel C) e a nado glicosilagdo da molécula sédo fatores
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estruturais importantes na atividade anti-inflamatoéria (COUTINHO et al., 2009).

A enzima MPO ativada desencadeia o processo de defesa
imunoldgica ao tecido lesionado e espécies reativas, principalmente NO’, sao
formadas e danos a células saudaveis sdo ocasionados. A partir das
identificagdes quimicas, e determinadas as estruturas, a compreensao quanto a
resposta positiva na agao anti-inflamatéria e analgésica do extrato bruto da Vitis
labrusca é esclarecida. A deslocalizagao de elétrons 11 (pi) gerada pela extensao
de conjugacgao presente nas estruturas das antocianinas e flavondis permitem
uma maior estabilidade das espécies intermediarias formadas, o que favorece
as reagdes quimicas envolvidas (THEOHARIDES et al., 2001; COUTINHO et al.,
2009). O anel B atua como eletrdfilo, pois promove possibilidades para a
ocorréncia de oxidacdao enzimatica, resultando na formacdo de espécies
eletrofilicas capazes de sofrer adicdo nucleofilica (LOKE et al., 2008). A
presenca dessas antocianinas e flavondis no extrato bruto da Vitis labrusca induz
uma agéo de sinergismo na resposta anti-inflamatoéria e analgésica no extrato,
visto que o mesmo apresentou atividade antioxidante consideravel, no qual
elétrons ou hidrogénios foram doados aos radicais livres formados no processo
inflamatario.

A analise de identificagdo quimica do extrato demonstrou que,
petunidina-3-glicosideo, delfinidina-3-glicosideo e malvidina-3-glicosideo sdo os
compostos de maior predominancia no extrato bruto da uva Vitis labrusca. De
fato, a malvidina-3-glicosideo reduz a atividade do NF-kB através da inibicao da
degradacéo do IkB in vitro (HUNG et al., 2014). Além disso, a malvidina-3-
glicosideo foi capaz de reduzir o edema de orelha e recrutamento de leucécitos
para o foco inflamatério (PRUDENTE et al., 2013), sugerindo que os efeitos
observados no presente trabalho sao decorrentes da agao desta molécula.
Ademais, o tratamento com extrato de uva, com identificacdo de compostos
similares ao do presente trabalho, reduziu a producdo de citocinas pré-
inflamatdrias (TNF-a, IL-18 e IL-6) e de PGE2 em leucdcitos humanos
(MOSSALAYI et al., 2014). Em conjunto esses mediadores s&o responsaveis
pela ativacao e sensibilizacido dos nociceptores e provocam dor. Considerando
a importancia do recrutamento de neutrdfilos para o foco inflamatério, a redugao
dessas células observada no presente trabalho (verificada através da diminui¢céo

na atividade da MPO), pode explicar, em parte, o efeito analgésico do extrato de
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uva Vitis labrusca. Corroborando, o tratamento com extrato hidroalcodlico de
Vitis vinifira foi capaz de reduzir dor induzida em ambas as fases do teste da
formalina e edema plantar induzido por carragenina (AOUEY et al., 2016). Esse
€ um dado interessante, visto que a dor induzida por formalina apresenta duas
fases, uma neurogénica, mediada por TRPA1 (MCNAMARA et al., 2007) e uma
inflamatéria, mediada por citocinas pro-inflamatérias (CHICHORRO,
LORENZETTI E ZAMPRONIO, 2004).

Considerando que no extrato bruto analisado ha flavonoides, é
de grande valia mencionar que essa classe de moléculas apresenta efeitos
antioxidantes, anti-inflamatoérios e analgésicos (VERRI et al., 2012). De fato,
tratamento com quercetina (ANJANEYULU e CHOPRA, 2003; VALERIO et al.,
2009; CALIXTO-CAMPOS et al., 2015; MAIOLI et al., 2015; BORGHI et al., 2016)
e naringenina (MANCHOPE et al.,, 2016; PINHO-RIBEIRO et al., 2016)
apresentam efeitos anti-inflamatério e analgésico em diversos modelos de dor
(PINHO-RIBEIRO et al., 2016). Quin e colaboradores (2009) investigaram o
efeito dos suplementos de antocianinas (80 mg/capsulas) derivados da baga da
uva sobre o perfil lipidico sérico em 120 pacientes (idade de 40 a 65 anos) com
dislipidemia. A cianidina-3-glicosideo apresentou baixa atividade de CETP
(proteina de transferéncia de colesterol esterificado) para as células hepaticas
HepG2. Os autores também concluiram que a suplementacio de antocianinas
em humanos aumenta a concentracao de colesterol LDL e HDL e aumenta o
fluxo de colesterol celular ao soro. Portanto esses compostos majoritarios
encontrados no extrato bruto da Vitis labrusca além de apresentarem efeito

analgésico e anti-inflamatério, ndo possui toxicidade significativa.



70

6 CONCLUSAO

O solvente extrator EtOH 50% foi o mais eficaz na extragao de
compostos fendlicos com potencial capacidade sequestradora de radicais livres.

A técnica MRM foi eficiente na identificacdo quimica do EtOH
50% indicando a presenga de antocianinas e flavénois, responsaveis pela
atividade antioxidante do extrato.

O extrato EtOH 50% bruto da casca da Vitis labrusca possui acao
analgésica e anti-inflamatéria, e sua atividade biologica esta relacionada, ao
menos em parte, a sua atividade antioxidante.

Os residuos vinicolas da Vitis labrusca sao potentes fontes
antioxidantes descartados durante a producao de sucos e vinhos. Diante disso,
essa biomassa residual descartada pode ser considerada uma fonte barata e
amplamente disponivel para extracdo de compostos fendlicos e aplicados
principalmente como forma de tratamentos alternativos a doengas inflamatérias
e, consequentemente, gerar ganhos econdmicos e minimizar impactos

ambientais.
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APENDICES

Apéndice 1 - MRM do extrato hidroetandlico (1:1, v/v) bruto da casca da Vitis
labrusca para malvidina-3-o-glicosideo (493 m/z), malvidina-3-o0-p-
coumaroilglicosideo (639 m/z) e malvidina-3,7-o-diglicosideo (655 m/z) no modo
positivo.

Apéndice 2- MRM do extrato hidroetandlico (1:1, v/v) bruto da casca da Vitis
labrusca para petunidina-3-o-glicosideo (479 m/z) e petunidina-3-o0-p-
coumaroilglicosideo (625 m/z) para o modo positivo.

Apéndice 3- MRM do extrato hidroetandlico (1:1, v/v) bruto da casca da Vitis
labrusca para peonidina-3-o-glicosideo (463 m/z) e peonidina-3-o0-p-
coumaroilglicosideo (609 m/z) para o modo positivo

Apéndice 4- MRM do extrato hidroetandlico (1:1, v/v) bruto da casca da Vitis
labrusca para delfinidina-3-o-glicosideo (465 m/z) e cianidina-3-o0-p-
coumaroilglicosideo (595 m/z) para o modo positivo

Apéndice 5- MRM do extrato hidroetandlico (1:1, v/v) bruto da casca da Vitis
labrusca para quercentina-3-o-galactosideo (463 m/z), luteolina-7-o-
glucorosideo (447 m/z) e apigenina-7-o-glucorosideo (431 m/z) para o modo
negativo

Apéndice 6- MRM do extrato hidroetandlico (1:1, v/v) bruto da casca da Vitis
labrusca para isoramnetina-o-hexosideo (477 m/z) e miricetina-3-o-rutinosideo
(627 m/z) para o modo negativo

Apéndice 7- Espectro de fragmentacéo da delfinidina-3-glicosideo ESI-MS (+)
Apéndice 8-Espectro de fragmentagéo da petunidina-3-glicosideo ESI-MS (+)

Apéndice 9- Espectro de fragmentagéo da malvidina-3-glicosideo ESI-MS (+)
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Apéndice 1 - MRM do extrato hidroetandlico (1:1, v/v) bruto da casca da Vitis labrusca para malvidina-3-o-glicosideo (493 m/z), malvidina-
3-o0-p-coumaroilglicosideo (639 m/z) e malvidina-3,7-o-diglicosideo (655 m/z) no modo positivo.

1: MIRM of 20 Channels ES+
493 >331(malvidina-3-O-glc)

WANAS

2:MRM of 13 Channels ES+
639 >331(malvidina-3-O-p-coumaroilglc)

AVANVAN

2: MRM of 13 Channels ES+
655 > 494 (malvidina-3,7- O-diglicosideo)
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Apéndice 2- MRM do extrato hidroetandlico (1:1, v/v) bruto da casca da Vitis labrusca para petunidina-3-o-glicosideo (479 m/z) e
petunidina-3-o-p-coumaroilglicosideo (625 m/z) para o modo positivo.

OCH,
OH
+
HO O\ @
c o 1: MRM of 20 Channels ES+
= o 479 >317(petunidina-3-O-glc)
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2: MRM of 13 Channels ES+
) P 625 >317(petunidina-3-O-p-coumaroilglc)
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Apéndice 3- MRM do extrato hidroetandlico (1:1, v/v) bruto da casca da Vitis labrusca para peonidina-3-o-glicosideo (463 m/z) e peonidina-

3-0-p-coumaroilglicosideo (609 m/z) para o modo positivo
OCH,

1: MRM of 20 Channels ES+
463>301(peonidina-3-O-glc)

o
100- OH
(@) OH
OH
- > /\
*---r---r-------e-ee - e e e e e e ~ Time
1.00 200 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00

2: MRM of 13 Channels ES+
609>301(peonidina-3-O-p-coumaroilglc)

VANVAN

00 1o
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Apéndice 4- MRM do extrato hidroetandlico (1:1, v/v) bruto da casca da Vitis labrusca para delfinidina-3-o-glicosideo (465 m/z) e cianidina-
3-0-p-coumaroilglicosideo (595 m/z) para o modo positivo

1: MRM of 20 Channels ES+
465 >303(delfinidina-3-O-glc)

1001 OH

OH
o\°~‘
H--r---rr---r-e-e-eeereeee e e e e e e e e e e e
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00 11.00
OH
. @ 2: MRM of 13 Channels ES+
HO @ O\ oH 595 >287(cianidina-3-O-p-coumaroilglc)
C
= 0 . o
100 OH ho OJ\/\@OH ~

T T T T T T T T rrrrrrrrr Time

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100
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Apéndice 5- MRM do extrato hidroetandlico (1:1, v/v) bruto da casca da Vitis labrusca para quercentina-3-o-galactosideo (463 m/z),

luteolina-7-o-glucorosideo (447 m/z) e apigenina-7-o-glucorosideo (431 m/z) para o modo negativo

MRM of Channels ES-
463>301 (Quercentina-3-Galactosideo)

100 200 300 400 500 6.00 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 15.00

MRM of Channels ES-
447>285 (luteolina-7-O-glucorosideo)

OH
o o ‘
HO OH
OH OH o

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 15.00

MRM of Channels ES-
431>269 (apigenina -7-O- glucorosideo)

100

Yo

OH

R LA L s L LA L L LRy L) LA L Ry AL LA LA LA A RS LA L) naks ke st nAtas band sk s i R
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 15.00
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Apéndice 6- MRM do extrato hidroetandlico (1:1, v/v) bruto da casca da Vitis labrusca para isoramnetina-o-hexosideo (477 m/z) e
miricetina-3-o-rutinosideo (627 m/z) para o modo negativo

MRM of Channels ES-

477>315 (isoramnetina-O-hexosideo)
OCH;

OH
[
OH
o
OH
HO

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500

OH

MRM of Channels ES-
627>481 (miricetina-3-O-rutinosideo)

OH

100 200 300 400 500 600 700  BOD 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500



Apéndice 7- Espectro de fragmentagéo da delfinidina-3-glicosideo ESI-MS (+)

OH

DELFINIDINA-3-GLC

HO
OH
Daughters of 465ES+
1004 190 4.81e3
f
1
OH !
1
i 465
i
1
1
1
i
1
%5 !
1
i
1
v
44
2 - 303 320
5 i 304
312
228 ues
278 389
272 466
258
243 266
385 402 -
430 4
0

A AL L S R LA L) LA L L LA L RS AL LA L] L) L] L) L] LAY LA RSN LS LA AR LA WAL LA WALR] R LA LA LA LA AL S ARM A RAAM RS U L u s (1174
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
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Apéndice 8-Espectro de fragmentagao da petunidina-3-glicosideo ESI-MS (+)
OH

PETUNIDINA-3-GLC

100- HO

L
%

186

223

242
236 245265275

289

317

333

345 35736

9 9P 43

Daughters of 479ES+

451

427 442 |45 478

1.49e3

479

483
/
491

L L L LA L LA R Ly Ly U L LA L A ey L] R LA LS AR ) L) Ll L) A LA L L) L) LA L Uil L i i uds i uaad s W (174
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
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Apéndice 9- Espectro de fragmentagédo da malvidina-3-glicosideo ESI-MS (+)
OCH,3

MALVIDINA-3-GLC

Daughters of 493ES+

100- HO ——-=-> 33 1.36e4

52

332
213 304
156 336
116.120 6 7 344 398
74 og i 430 493
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