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7  RESUMO  Os benéficos de compostos fenólicos do vinho tinto para a saúde ainda geram controversas na literatura, porém, a ingestão de dieta com padrão ocidental tem se propagado por populações no mundo. O estudo objetiva determinar polifenois, parâmetros cromáticos e atividade antioxidante in vitro de vinhos do Vale do São Francisco, avaliar a capacidade antioxidante in vivo do vinho com maior atividade antioxidante in vitro e sua ação no perfil glicêmico e lipêmico de ratos Wistar alimentados com dieta ocidentalizada. Neste estudo determinou-se o teor total de polifenóis pelo método Folin-Ciocalteau a 725 nm, índice de polifenóis a 280 nm, antocianinas pelo método diferencial de pH, taninos condensados pelo método vanilina/HCl, perfil fenólico por cromatografia líquida de alta eficiência e atividade antioxidante pelo método DPPH*. Utilizou-se 63 ratos Wistar com 45 dias de idade, inicialmente divididos em dois grupos de acordo com a manipulação nutricional (controle, n=31 e ocidentalizado, n=32). Posteriormente os grupos foram subdivididos em três cada (n=10 a 11 ratos), tratados com água, solução hidroalcóolica (12%) e vinho tinto (12%), alimentados em livre demanda. Durante o estudo foi determinado peso corporal, consumo alimentar, tolerância à glicose, gordura abdominal, peso de órgãos, perfil bioquímico e estresse oxidativo. Para todas análises foi adotada significância de 5%. Os fenólicos totais equivalentes ao ácido gálico variaram entre 1.528,90 mg.L-1 e 4.003,96 mg.L-1; antocianinas entre 98,94 mg.L-1 e 501,2 mg.L-1, taninos condensados entre 61,08 e 147,74 mg.L-1 e atividade antioxidante entre 58,02% e 95,70%.  A dieta causou aumento do peso corporal, ingestão energética, glicemia, triglicérides, colesterol e estresse oxidativo. A ingestão moderada de vinho foi responsiva na reversão dos efeitos causados pela dieta do que a solução hidroalcóolica. Estes resultados reforçam os referenciados benéficos do consumo de vinho tinto sobre as doenças cardiovasculares e estresse oxidativo. . Palavras-chave: Antioxidantes. Polifenóis. Doenças cardiovasculares. 
  



8  ABSTRACT  The benefits of red wine phenolic compounds for health still generate controversy in the literature, however, dietary intake with a Western standard has been propagated by populations worldwide. This study aims to determine the polyphenols, color parameters and in vitro antioxidant activity of wines from the São Francisco Valley and to evaluate the in vivo antioxidant capacity of the wine with the highest antioxidant activity in vitro and its action on the glycemic and lipemic profile of Wistar rats fed a Westernized diet. In this study the total content of polyphenols was determined by the Folin-Ciocalteau method at 725 nm, polyphenols at 280 nm, anthocyanins by differential pH method, condensed tannins by vanillin/HCl method, phenolic profile by high performance liquid chromatography and antioxidant activity by the DPPH* method. A total of 63 Wistar rats aged 45 days was used, initially divided into two groups according to nutritional manipulation (control, n = 31 and westernized, n = 32). Subsequently, the groups were subdivided into three groups (n = 10 to 11 rats) treated with water, hydroalcoholic solution (12%) and red wine (12%) fed on demand. During the study, body weight, food intake, glucose tolerance, abdominal fat, organs weight, biochemical profile and oxidative stress were determined. For all analyzes a significance of 5% was adopted. Total phenolics equivalent to gallic acid ranged from 1,528.90 mg.L-1 to 4,003.96 mg.L-1; anthocyanins between 98.94 mg.L-1 and 501.2 mg.L-1, condensed tannins between 61.08 and 147.74 mg.L-1 and antioxidant activity between 58.02% and 95.70%. The diet caused increased body weight, energy intake, glycemia, triglycerides, cholesterol, and oxidative stress. Moderate wine intake was responsive in reversing the effects caused by diet than the hydroalcoholic solution. These results reinforce the beneficial references of red wine consumption on cardiovascular diseases and oxidative stress. Keywords: Antioxidants. Polyphenols. Cardiovascular diseases. 
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14  1. INTRODUÇÃO  As doenças cardiovasculares (DCV) constituem uma importante causa de morte nos países desenvolvidos e em desenvolvimento. Dentre os fatores associados à ocorrência de doenças cardiovasculares encontram-se as dislipidemias e a obesidade. A obesidade junto com doenças crônicas correlatas, respondem por 72% dos óbitos no Brasil, sendo que o excesso de peso cresceu 26,3% em dez anos passando de 42,6% em 2006 para 53,8% em 2016 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). Em 2014, o excesso de peso já atingia 52,5% da população adulta do Brasil representando um crescimento de 23% no período em relaçâo ao ano de 2013 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2015). Entretanto, a prevalência da obesidade mostra estabilização no país desde 2014, apesar do excesso de peso na população demonstrar valores de 57,7% em homens e 50,5% em mulheres em 2016 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017).  Ainda que a genética e a idade sejam referenciados como principais fatores de risco relacionados com a evolução das mortes por doenças cardiovasculares (DCV´s), diversos outros fatores ganham relevância (SBC, 2015). Dentre estes podem ser citados as modificações no estilo de vida das populações, a exemplo do consumo de alimentos com alto teor de gorduras saturadas e elevados níveis calóricos, também conhecidos por “fast food” (MARCONATO et al., 2016) Com vistas a minimizar os problemas relacionados com as doenças cardiovasculares e outras doenças metabólicas, a sociedade vem buscando cada vez mais o consumo de alimentos que possam prevenir e/ou tratarem doenças, bem como aumentar a longevidade. Dentre estes, destacam-se os alimentos funcionais, a exemplo dos ricos em compostos antioxidantes (MS, 2016). Entre os compostos antioxidantes, os polifenóis podem ser encontrados em diversos vegetais e frutos como a uva in natura e nos produtos industrializados derivados da uva, a exemplo dos vinhos (FURLAN e RODRIGUES, 2016). Vários estudos têm demonstrado que o consumo moderado de álcool e vinho tinto pode trazer benefícios para a saúde. A ingestão de doses moderadas deste vinho em aumentar os níveis de HDL e diminuir a oxidação de LDL, tem chamado à atenção da comunidade científica (MARKOSKI et al., 2016) em investigar seus 



15  mecanismos de ação. O consumo moderado de vinho tinto, cerca de 125 mL de vinho com 12% de álcool, (≈120 g.L-1) por dia, favorece boa absorção dos polifenóis e confere proteção ao organismo contra a instalação de doenças cardiovasculares (CHIVA-BLANCH et al., 2013). Contudo, seus efeitos permanecem em investigação visto que o teor de compostos bioativos das uvas e respectivos vinhos variam em função da cultivar, safra, condições edafoclimáticas, manejo agronômico, protocolo de vinificação e armazenamento (HORA, 2016). A proposta de investigação dos vinhos, oriundos do Vale do São Francisco (Nordeste do Brasil), advém da iniciativa de obtermos informações de um produto oriundo de uma região que não possui tradição de cultivo de uvas e produção de vinho e que pode trazer mais desenvolvimento em nível regional. Em adição, a literatura é escassa para estudos que tenham avaliado in vivo a capacidade antioxidante, e sua ação sobre a glicemia e lipemia de vinhos oriundos do Vale do São Francisco. Ademais, a opção pelo vinho também se embasa em evidências de que os fenólicos presentes estariam mais biodisponíveis nesta bebida do que na uva, decorrente da menor quantidade de açúcares redutores.  Com base nas argumentações supracitadas, o estudo se propôs a responder aos seguintes questionamentos: Qual a composição fenólica dos vinhos tintos das cultivares Syrah e Cabernet Sauvignon do Vale do São Francisco, e como estes atuam em face da sua atividade antioxidante in vitro? E qual seria a ação, dos vinhos Cabernet Sauvignon, sobre o perfil antioxidante, homeostase da glicose e dos lipídios em ensaios in vivo de animais com dieta ocidentalizada? Portanto, o foco deste estudo foi avaliar a capacidade antioxidante de vinhos tintos do Vale do São Francisco in vitro e in vivo, sua ação sobre a glicemia e lipemia in vivo. Os resultados obtidos neste estudo podem contribuir para o esclarecimento do papel dos vinhos tintos sobre a produção de radicais livres, na hiperlipemia e hiperglicemia, no excesso de gordura abdominal quando este é ingerido, concomitantemente a uma dieta “estilo ocidental”. Igualmente, os resultados obtidos poderão agregar valor ao produto local e incrementar a sua comercialização. Este estudo resultou em uma publicação na revista Journal of Food and Nutrition Research com qualis da área de nutrição B2, fator de Impacto 1.950, disponível 



16  online no site http://www.sciepub.com/jfnr/content/5/10 sob o titulo Phenolic Composition, Chromatic Parameters and Antioxidant Activity “in vitro” in Tropical Brazilian Red Wines como pode ser visto no apêndice 1.  



17  2.  REVISÃO DE LITERATURA 2.1. Produção de vinhos no Vale do São Francisco O Nordeste brasileiro é responsável por 26% da produção nacional de uvas, e esta produção está concentrada, principalmente, no Vale do São Francisco, localizada no sertão nordestino dos estados de Pernambuco e Bahia (BASTOS et al.,2016). Em 2014 ocorreu incremento de 1,64% na produção Nacional de uvas, destas 673.422 milhões de quilogramas, representando 46,89% desta produção, foi destinada ao processamento, com a elaboração de vinhos, sucos e outros derivados (LINS et al., 2015).  A vitivinicultura tropical, voltada para a elaboração de vinhos finos, é uma das atividades do agronegócio do estado de Pernambuco, mais precisamente no Vale do São Francisco (VSF). Além disso, a atividade vitivinícola encontra-se associada à geração de empregos, diretos e indiretos, demonstrando sua importância socioeconômica, e faz parte do Apelo Produtivo Local (APL) da Uva e do Vinho (IBAVIN, 2015). O Vale do São Francisco está localizado entre os paralelos 8º e 9º de latitude Sul, cujo clima é caracterizado como tropical semiárido, com temperatura média anual em torno dos 26ºC, pluviosidade anual entre 350 e 800mm, concentrada entre os meses de janeiro a abril, evapotranspiração de aproximadamente 3.000 mm anuais, 330 m de altitude e dispolidade heliotérmica superior a 3.000 horas por ano (Figura 1). Estas condições edafoclimáticas, que exigem irrigação, fazem desta região a única no mundo a produzir, comercialmente, uvas viníferas em período não convencional – inverno – e durante todo o ano, possibilitando o escalonamento da elaboração de vinhos (IBAVIN, 2015).  



18    Figura 1: Mapa da região do Vale do São Francisco. (fonte: https://www.google.com.br/search?q=mapa+do+vale+do+s%C3%A3o+francisco&bi e http://www.academiadovinho.com.br/_regiao_mostra.php?reg_num=br04)  A Região elabora, principalmente, vinhos finos, ou seja, com cultivares Vitis viniferas L., a exemplo das cvs. Syrah, Tempranillo, Ruby Cabernet, Touriga Nacional, Alicante Buchet, Cabernet Sauvignon, Petit Verdot, Chenin Blanc, Moscato Canelli e Sauvignon Blanc (PEREIRA et al., 2011; FARIAS et al, 2011). Estes vinhos têm como principais características, acidez, doçura, presença de taninos, boa intensidade aromática, teor alcoólico elevado e corpo médio (GUERRA; ZANUS, 2004), que são atributos comuns em vinhos jovens, frutados e fáceis de beber. A avaliação e constatação da qualidade intrínseca dos vinhos, por meio de determinações analíticas, permite melhor compreender o equilíbrio entre os compostos e inferir nos ajustes viticulturais e nos protocolos de vinificação, com possibilidades de melhoria da qualidade (LIMA et al., 2011; PEREIRA et. al., 2007). Ademais, a caracterização dos compostos responsáveis pelos principais atributos sensoriais dos vinhos (flavour, cor, aromas e sabor), permite valorizar a identidade regional dos produtos, identificando possíveis marcadores moleculares que diferenciam a produção regional (LIMA et al., 2011). 



19  2.2. Uva e o vinho Cabernet Sauvignon A uva Cabernet Sauvignon é considerada uma das variedades viníferas de maior prestígio no mundo, É originária de Bordeaux na França e começou a ser conhecida por volta do final do século XVIII e início do século XIX. É uma das variedades de maior sucesso na produção de vinho tinto. Esta uva é resultado do cruzamento natural entre as variedades Cabernet Franc e Sauvignon Blanc, também naturais, também autocnas dessa Região (BURIN et al., 2010).  Essa importante cultivar tinta está atualmente difundida, além da França, na maior parte dos países vitivinícolas do Velho (Espanha, Itália e Portugal) e Novo Mundo (Austrália, Argentina, África do Sul, Brasil, Chile, Estados Unidos e Nova Zelândia). Apresenta brotação com maturação tardia, relativamente vigorosa, com ramos novos de porte ereto, elevada resistência à Botrytis cinerea - podridão cinzenta dos cachos, média produção e elevada qualidade para vinificação (cor intensa, taninos marcantes e película espessa). No entanto, é sensível ao dessecamento do cacho, especialmente quando é introduzida sobre os porta-enxertos SO4 e 5BB, que atrasam a maturação da uva (RIZZON e MIELE, 2002).  Pelas suas características físicas, o vinho Cabernet Sauvignon é considerado o “rei dos vinhos tintos”. O vinho Cabernet Sauvignon caracteriza-se por apresentar cor vermelha com reflexos violáceos acentuados, riqueza em taninos e complexidade aromática (marcante presença da pirazina - aroma e sabor herbáceo - e aromas de frutas negras, especiarias) (DINIZ et al., 2011; BURIN et al., 2010). Os vinhos desta cultivar apresentam elevados teores de compostos fenólicos (MARKOSKI et al., 2016 e STAVRIDOU et al., 2016), inclusive os vinhos oriundos do VSF conforme referido em pesquisas realizadas em vinhos experimentais (LIMA et al., 2011) e comerciais (LUCENA et al., 2010).  2.3. Polifenóis dos vinhos   As uvas são uma rica fonte de compostos fenólicos, principalmente na película e nas sementes, que desempenham um papel importante na enologia devido à sua influência nas características sensoriais de qualidade dos vinhos, tais como cor, estabilidade, amargor e astringência. Ademais, devido às suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias, os compostos fenólicos estão associados com 



20  vários efeitos bioquimicos, farmacológicos (KOSIR et al., 2004) e fisiológicos benéficos ao homem, desde que consumido moderadamente (SILVA e QUEIROZ, 2016).  Os polifenois são identificados como metabólitos secundários das videiras que contêm um ou mais grupos hidroxilo (-OH), ligados a posições –orto, -meta ou -para sobre um anel de benzeno e estão, geralmente, envolvidos, na uva, com a defesa contra radiação ultravioleta, efeitos de poluentes ambientais, e hostilidade de patógenos (PANDEY e RIZVI, 2009). No organismo humano, os compostos fenólicos atuam como antioxidantes não enzimáticos que combatem radicais livres de Espécies Reativas de Oxigênio e/ou Nitrogénio (EROs ou ERNs) (SOARES et al., 2015). A atividade antioxidante é atribuída aos íons de hidrogênio (H+) dos grupos hidroxila, às duplas ligações dos anéis benzênicos e à dupla ligação da função  oxo (-C=O) de algumas moléculas. Sua atividade biológica depende da biodisponibilidade, absorção e metabolização que, por sua vez, estão relacionadas à estruturação química, grau de polimerização e solubilidade desses compostos (MIRA et al., 2008). De acordo com a literatura, o vinho é uma excelente fonte de várias classes de compostos fenólicos, entre os quais se encontram os ácidos fenólicos (gálico, vanílico, caféico, p-cumárico, elágico, ferúlico e siríngico), flavanóis (rutina, miricetina, quercetina e caempferol, catequina e epicatequina) e estilbenos (cis- e trans- resveratrol), todos com proporção dependente da variedade da uva e do processo de vinificação (RODRÍGUEZ-DELGADO et al., 2002). As propriedades biológicas dos compostos fenólicos estão relacionadas com a atividade antioxidante que cada fenol exerce sobre determinado meio. A atividade dos antioxidantes, por sua vez, depende de sua estrutura química, podendo ser determinada pela ação da molécula como agente redutor (velocidade de inativação do radical livre, reatividade com outros antioxidantes e potencial de quelação de metais) (CUEVA et al., 2017).  



21  a) Compostos não flavonóides 
• Ácidos fenólicos Os ácidos fenólicos (Figuras 2A e 2B) são compostos não flavonóides encontrados nas uvas e nos vinhos que influenciam as propriedades organolépticas (sabor, cor e aroma) a estabilidade e o controle microbiológico dos produtos. Os ácidos fenólicos são compostos de ácidos hidroxi-cinâmico e hidroxi-benzóico e são responsáveis por 30% dos compostos fenólicos (RAMOS, 2008). Estão presentes em material vegetal e por vezes existem na natureza como ésteres e glicosídeos e atuam como antioxidantes ao quelar e sequestrar radicais livres (SILVA e QUEIROZ, 2016).                                                            Figura 2. Estruturas de alguns ácidos fenólicos: ácido hidroxi-cinâmico (A) ácido hidroxi-benzóico (B).   

•  Estilbenos Os estilbenos (Figura 3) são compostos não flavonóides sintetizados em resposta a uma infecção ou lesão na videira, ou seja, metabólitos de estresse vegetal que atuam como fitoalexinas anti-fúngicos. Estes compostos têm um grande potencial em processos biológicos e celulares aplicáveis para a saúde humana. Caracterizados quimicamente pela sua estrutura de núcleo de 1,2-difeniletileno. Os estilbenos são referidos como importantes agentes quimioprotetores de câncer, pela sua capacidade de inibir os eventos celulares associados com a carcinogênese, incluindo iniciação, promoção e progressão do tumor (BURNS et al., 2002). A exemplo dessa constatação, o resveratrol, estilbeno presente nos vinhos, conferiu proteção às células epiteliais da córnea humana (HLEB) contra danos oxidativos induzidos por peróxido de hidrogênio (H2O2), e o mecanismo de proteção ocorreu pela indução de três enzimas antioxidantes: a superóxido dismutase, heme-oxigenase 1 e a catalase (SOD, HO e CAT) (SOARES et al., 2015). 
(A) (B) B 



22                                    Figura 3. Estrutura química do Resveratrol    b) Compostos flavonóides Várias propriedades benéficas têm sido atribuídas aos flavanóides da dieta, incluindo efeitos antioxidantes, anti-inflamatórios e anticancerígenos. Os flavonóides (Figura 4A, 4B e 4C) demonstraram potencialidades para proteger o organismo contra infecções virais, bem como várias patologias tais como diabetes, doenças cardiovasculares, doenças inflamatórias e neurológicas (NOROOZI et al., 2008).  
• Flavonóis Os flavonois são fenólicos de natureza flavanóide, não coloridos mais abundantes na casca das uvas, a exemplo de monômeros flavan-3-ol, (+) catequina e (-) epicatequina, assim como seus dímeros, trimeros e polímeros (SILVA e QUEIROZ, 2016).               Figura 4. Estruturas de alguns flavanois (+)catequina (A) e (-)epicatequina (B) Galato de (-)epicatequina (C) (CUEVA et al., 2017).           

• Antocianinas As antocianinas (figura 5A e 5B) pertencem a classe dos flavanóides, os principais pigmentos das uvas vermelhas, responsáveis pela cor dos vinhos tinto e rosado. A cor destes compostos varia em consonância com as estruturas químicas e as (A) (B) (C) 



23  condições físico-químicas do meio podendo variar de rosa ao azul com o aumento dos grupos hidroxila. As principais antocianinas encontradas nas uvas são derivadas de cianidina, peonidina, delfinidina, petunidina e malvidina, e geralmente ocorrem como glicosídeos e acilglicósidos, sendo a malvidina-3-glucosídeo a mais abundante. Nos vinhos, estes compostos são responsáveis pela tonalidade e intensidade da cor e podem dar informação sobre possíveis defeitos ou qualidades. (SILVA e QUEIROZ, 2016)              Figura 5. Estruturas de algumas antocianinas Malvidin-3-O-glucoside (A) e Peonidin-O-glucoside (B) (CUEVA et al., 2017).  c) Taninos Os taninos são compostos fenólicos presentes na maioria das plantas, que podem ter sua concentração variando de acordo com os tecidos vegetais, bem como em função da idade e tamanho da planta, da parte coletada, da época ou, ainda, do local de coleta, são encontrados em muitas frutas, sendo caracterizados como compostos fenólicos de alto peso molecular que precipitam proteínas, incluindo proteínas salivares da cavidade oral. Essas propriedades são fundamentais para explicar o papel dos taninos na proteção do organismo contra doenças (BERNARDES et al., 2011). Os taninos são classificados em dois grupos principais denominados taninos hidrolisáveis que incluem os galitaninos, elagitaninos, polímeros derivados dos ácidos gálico e elágico e os taninos condensados (figura 6) que compreendem um grupo de polihidroxi-flavan-3-ol e apresentam uma estrutura semelhante aos flavonoides, com coloração variando do vermelho ao marrom (RUBIN et al., 2017).  
(B) (A) 



24   Figura 6. Estrutura química da procianidina, um exemplo de tanino condensado (BERNARDES et al., 2011).   2.4. Ação antioxidante, hipolipidemiante e hipoglicemiante dos compostos fenólicos dos vinhos tintos Estudos epidemiológicos têm revelado que o consumo por longo prazo de uma dieta rica em polifenóis tem se mostrado promissora contra as doenças, tais como, cardiovasculares (DCVs), neurodegenerativas, diabetes e câncer (ABEGÃO, 2016). Porém, os mecanismos moleculares pelos quais os polifenóis presentes no vinho tinto atuam como antioxidantes ainda não estão totalmente esclarecidos (LALL et al., 2015). Entretanto, alguns estudos apontam para a modulação da atividade de várias proteínas e fatores de transcrição que estão envolvidos em vias metabólicas relacionadas à síntese de citocinas, quimiocinas e moléculas de adesão. Uma das possíveis vias refere-se à capacidade antioxidante destes compostos, os quais, ao combaterem o estresse oxidativo, ocasionado pelo excesso de EROs, atenuam os processos inflamatórios (SÉFORA-SOUSA e DE ANGELIS-PEREIRA, 2013).  Por outro lado, as substâncias fenólicas são conhecidamente possuidoras de ação antioxidante, podendo agir tanto na inibição da peroxidação lipídica como da lipoxigenase. As substâncias fenólicas desempenham um papel importante, agindo tanto na primeira etapa de iniciação como na segunda etapa que é a de propagação do processo oxidativo. Os fenólicos podem agir como neutralizadores de radicais livres, doando um átomo de hidrogênio a um radical lipídico, e como quelantes de 



25  metais, a exemplo do ferro e cobre, inibindo a formação de radicais livres por meio de reações de Haber Weiss/Fenton, equação 1 (HARB et al., 2016). O2 - + Fe3+  → O2 + Fe2+  Fe2+ + H2O2  →   Fe3+ + OH- + OH•       Reação de Fenton  O2- + H2O2  →O2 + OH- + OH•               Reação de Haber-Weiss Equação 1. Reações de Fenton e Haber-Weiss.  No caso, o ferro ligado a proteínas não está normalmente disponível para estimular reações de radicais, a menos que o mesmo seja liberado das proteínas. Desta forma, seu transporte e armazenamento (ferritina e transferrina) proporcionam uma defesa antioxidante (VANNUCCHI et aL., 1998). Em relação à ação antioxidante e hipolipidemiante dos compostos fenólicos do vinho, estudo realizado com homens e mulheres saudáveis mostrou que o consumo do vinho tinto Siciliano (250 mL.dia-1, por quatro semanas) reduziu os níveis de LDL-c oxidada, fibrinogênio e Proteína C Reativa (PCR) e aumentou significativamente os níveis de HDL, Apo-A1 e fator β de transformação da proteína de crescimento (TGF-β1) (AVELLONE et al., 2006). Foi relatado também que o consumo de vinho tinto sem álcool (300mL.dia-1) demostrou um aumento da capacidade antioxidante no plasma e maior atividade das enzimas glutationa redutase, catalase e superóxido dismutase em indivíduos saudáveis, além de alterações em alguns antioxidantes internos (ácido úrico, bilirubina e albumina), figura 7 (FERRAZIN e GUEDES, 2015).  



26   Figura 7. Efeito cardiovascular do consumo moderado do vinho tinto sobre a função edotelial (endotelina-1, óxido nitrico – NO, dilatação do fluxo-mediado – FMD); metabolismo da glucose; efeito sobre os lipídeos (proteínas de alta densidade – HDL, Apolipoproteína-1 - ApoA-1, paraoxonase-1); coagulação e função plaquetária; efeito antioxidante; efeito antiinflamatório (C-proteína reativa – CRP, leucócitos, fator nuclear-κB – NF-κB, adesão endotelial de moléculas) (modificado de CHIVA-BLANCH et al. 2013).  Conjectura-se também que os polifenóis dos vinhos tintos têm efeitos preventivos sobre a síndrome metabólica atravez da redução do processo de formação de radicais livres, protegem e regeneram o α-tocoferol da LDL oxidada e sequestram metais que induzem à oxidação. Agem sinergeticamente inibindo a agregação de plaquetas e reduzem de forma relevante o desenvolvimento da arteriosclerose. Alguns polifenóis, a exemplo do resveratrol, associados à parte lipídica das LDL, inibem a agregação de plaquetas, e outros eventos associados ao risco de câncer e outras patologias importantes como doença vascular, infecção viral e processos neurodegenerativos (FERRAZIN e GUEDES, 2015).  2.5. Bases do mecanismo da ação antioxidante dos polifenóis  As espécies reativas de oxigênio (EROs) são moléculas capazes de reagir no organismo e consequentemente interferir nos processos biológicos e fisiológicos. 



27  Podem se formar de diferentes formas, entre elas, durante a redução do oxigênio a água na cadeia de transporte de elétrons na mitocôndria. A capacidade destas espécies em ocasionar danos depende da caracterização do tipo de radical e das moléculas que estão sendo atingidas. As EROs são moléculas instáveis e extremamente reativas capazes de transformar outras moléculas com as quais colidem. As EROs são geradas em grande quantidade durante o estresse oxidativo, condição em que são afetadas moléculas como proteínas, carboidratos, lipídeos e ácido nucleico (COTINGUIBA et. al., 2013). Do mesmo modo, as EROs estimulam a transcrição de um grande número de genes que codificam citocinas inflamatórias e moléculas de adesão quando ativam o fator nuclear kappa B (NF-kB) e quando o NF-kB é ativado, várias citocinas pró-inflamatórias, tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), interleucinas (IL) 1, 2, 6 e 12 são produzidos em excesso (SOARES et al., 2015). Além disso, as citocinas podem levar à formação de EROs que em ação idêntica às mieloperoxidases, lipoxigenases, superóxido e peróxido de hidrogênio promovem a oxidação da LDL-c ao instalar-se na camada muscular íntima do vaso, favorecendo a formação das placas de ateromas que podem ser prevenidas a partir de mecanismos antioxidantes. Na ausência de estímulo, o NF-kB se encontra no citoplasma ligado a sua proteína repressora IkB (IkBa, IkBb, IkBg, IkB 3, e Bcl3), porém o “Nuclear fator-E2-related fator” (Nrf2) atua positivamente como o elemento de resposta antioxidante (ARE), regulando a expressão de enzimas antioxidantes (SOARES et al., 2015). Os polifenóis também podem agir via modulação da atividade de enzimas antioxidantes através da ativação do fator de transcrição nuclear “Nuclear fator-E2-related fator” (Nrf2) (MITSUISHI et al, 2012). Em condições basais, o Nrf2 encontra-se no citoplasma ligado ao complexo repressor Kelchlike proteína associada-ECH1 (KEAP-1) no proteasoma. Em resposta ao estresse oxidativo, o Nrf2 dissocia-se do KEAP-1 por ubiquitinação (modificação reversível que se traduz na formação de uma ligação isopeptídica entre a ubiquitina e a proteína-substrato por ação de enzimas) e transloca-se para o núcleo onde se liga aos elementos de resposta antioxidante (ARE) que incluem: superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), NADPH quinona oxidorredutase 1 (NQO1), heme oxigenase-1(HO-1), glutationa 



28  peroxidase (GPx), e tioredoxina (Trx), dentre outras, as quais desempenham papéis fundamentais na defesa celular, atenuando os efeitos adversos de EROs (SOARES et al., 2015). A figura 8 representa o processo de internalização da LDL-c oxidada por receptores scavengers e a ação conjunta dos polifenóis com Nrf2 para inibição da expressão de mediadores pró-inflamatórios.   Figura 8. Internalização das lipoproteínas de baixa densidade LDL-c oxidadas por receptores scavengers (um grupo de receptores que reconhecem LDL modificadas por oxidação ou acetilação) e aterosclerose (modificado de SÉFORA-SOUSA e DE ANGELIS-PEREIRA, 2013).   O processo representado na figura 8 pode ser o mecanismo crucial pelo qual os polifenóis conferem cardioproteção. O consumo de alimentos com altos teores de colesterol e gorduras, principalmente a saturada, associado à baixa ingestão de substâncias antioxidantes e fibras, predispõe à elevação das taxas de colesterol sérico e suas frações e, consequentemente, ao aumento do risco de doenças cardiovasculares. Porém, quando a bebida consumida é o vinho tinto, independentemente da presença ou ausência de álcool, os seus componentes demonstram um papel cardioprotetor, através da ação antioxidante e inibição da síntese de proteínas pró-inflamatórias (STOCKLEY, 2015).   



29  2.6.  Estresse oxidativo, peroxidação lipídica e obesidade  Grande parte das reações metabólicas do organismo humano é realizada em meio aeróbico (ex.: respiração mitocondrial), o que irremediavelmente leva à geração de inúmeras espécies reativas de oxigênio (EROS) e espécies reativas de nitrogênio (RNS), com destaque para radicais peroxila (ROO·), alcoxila (RO·), hidroxila (HO·), superóxido (O2·) e oxigênio singlete (O2) (SOARES et al., 2015).  Nesse processo, a cadeia respiratória produz ânions superóxido (O2-) que podem ser transformados em peróxido de hidrogénio (H2O2) e radical hidróxido (HO.). Os radicais podem reagir com lipídeos de membrana (LH), promovendo o processo de peroxidação lipídica e originando radicais lipídicos (L.), radicais peroxilo (LOO.) e lipídeos hidroperóxidos (LOOH). A síntese do óxido nítrico mitocondrial (NOS) produz óxido nítrico (NO.) que combina com ânions superóxido para produzir o peroxinitrilo (ONOO-) (SOARES et al., 2015).  Em organismos sadios, a produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) e de nitrogênio (ERNS) está em equilíbrio com as defesas antioxidantes. Porém, o desequilíbrio entre as espécies reativas de oxigenio e a capacidade antioxidante no ser humano, por vezes pode levar a danos celulares que podem ou não ser reparaveis (ex: DNA) ou substituídos (ex: oxidação de proteínas) (VASCONCELOS et al., 2007).  Os antioxidantes produzidos pelo corpo agem enzimaticamente, a exemplo da glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT) e superóxido dismutase (SOD) ou não enzimaticamente, a exemplo de glutationa reduzida (GSH) ou oxidada (GSSH), peptídeos de histidina, proteínas ligadas ao ferro (transferrina e ferritina), ácido diidrolipóico entre outros. Esses compostos agem na regulação da concentração das espécies reativas de oxigênio e nitrogênio por meio da produção de enzimas que catalisam reações de inativação de radicais ou nutrientes e compostos bioativos que atuam como moléculas antioxidantes (SOARES et al., 2015).  Além dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o organismo utiliza aqueles provenientes da dieta como o α-tocoferol (vitamina-E), β-caroteno (pro-vitamina-A), ácido ascórbico (vitamina-C), e compostos fenólicos. Porém, as espécies oxidantes (EROS/ERNS) geralmente se relacionam à estimulação da expressão de proteínas 



30  envolvidas no controle de importantes processos fisiológicos (ciclo celular, resposta imune e neuroregulação) (PIETA, 2000).  A obesidade, por exemplo, aumenta a necessidade metabólica do miocárdio, com o consequente aumento do consumo de oxigênio estimulando a formação de espécies reativas de oxigênio (FRANÇA et al., 2013). Desta forma, as moléculas antioxidantes modulam negativamente os processos de formação das espécies reativas de oxigênio, sendo que, o desequilíbrio entre as modulações positiva e negativa levaria ao aparecimento do estresse oxidativo e de diversas doenças (DE GROOT, 2012). Porém, a inativação de um agente oxidante leva a produção do antioxidante, a exemplo da glutationa oxidada (GSSG) e estimula a depleção da glutationa reduzida (GSH). Entretanto, em situações onde o sistema de óxido-redução está íntegro, haverá recuperação da glutationa reduzida. Por outro lado, em condições de excesso de agentes oxidantes e/ou deficiência do sistema protetor, haverá desequilíbrio entre o consumo da glutationa reduzida (GSH) e a produção da glutationa oxidada (GSSG), o que caracteriza a condição de estresse oxidativo (DE GROOT, 2012) ou de toxicidade.  A magnitude do estresse oxidativo pode ser monitorada pela razão da glutationa reduzida e glutationa oxidada (GSH/GSSG). Essa razão é normalmente utilizada para estimar o estado redox dos sistemas biológicos tomando em consideração que o antioxidante é qualquer substância que, quando presente em baixa concentração comparada à do substrato oxidável, regenera o substrato ou previne significativamente a oxidação do mesmo (DE GROOT, 2012).  Assim, elevada produção de espécies reativas de oxigênio supera a capacidade antioxidante da célula, culminando com o estado de estresse oxidativo podendo desencadear a peroxidação lipídica. Por outro lado, a obesidade pode aumentar a peroxidação lipídica através da lesão celular progressiva e cumulativa devido à pressão pela grande massa corporal (FRANÇA et al., 2013).   



31  2.7. Dietas hiperlipídicas e distúrbios metabólicos  Dietas hipercalóricas/hiperlipidicas têm sido utilizadas com sucesso para a reprodução de modelos experimentais de obesidade e síndrome plurimetabólica (OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2014). Neste contexto, diversos estudos documentaram a ocorrência de hipertrofia miocárdica e fibrose intersticial, acompanhadas de desordens funcionais em diferentes modelos experimentais, incluindo estudos sobre obesidade induzida por dieta (MARTINS et al., 2015).  Assim, no conjunto metabólico, distúrbios relacionados à colesterolemia, à lipidemia e ao metabolismo glicêmico foram também demostrados como comorbidades comuns a modelos experimentais de obesidade induzida por dieta hipercalórica. No entanto, poucos estudos distinguiram respostas específicas do tratamento dietético e efeitos atribuídos à adiposidade (OLIVEIRA-JUNIOR et al,. 2014). Todavia, o consumo de dietas desequilibradas ou nutricionalmente inadequadas, a exemplo das elevadas em gorduras saturadas, sódio e açúcar, mas, deficientes em fibras estão entre os quatro maiores fatores de risco para o desenvolvimento de doenças cardiovasculares, de excesso de peso, e de efeitos adversos na pressão arterial, glicemia e lipidemia (CAO et al,. 2015).  Previamente já foi demonstrado a relação entre mudanças no perfil lipídico após o consumo de uma dieta rica em gorduras saturadas e desenvolvimento de obesidade e diabetes melito tipo 2 (LOPES et al, 2016). Igualmente foi demonstrada a associação entre a peroxidação lipídica e a alteração das funções metabólicas, visto que os ácidos graxos livres obtidos a partir da dieta hiperlipídica ou pela síntese hepática podem ser utilizados de várias formas. Podem ser utilizados para a geração de energia através da β-oxidação, exportados do fígado para outros tecidos na forma de VLDL ou reesterificados na forma de triglicerídeos e estocados como gotas lipídicas no citoplasma dos hepatócitos (MAZEN NOUREDDIN, 2016). O acúmulo de lipídios no tecido hepático sugere que ocorra uma tendência ao dano oxidativo e desestabilização da homeostasia no metabolismo glicídico e lipídico com efeito no aumento nos valores dos produtos finais da peroxidação lipídica (SHINAGAWA et al., 2015). Como consequência, pode-se encontrar intolerância à glicose, associada a menor captação de glicose basal estimulada pela insulina (CREGE et al., 2016). 



32  Diante das evidências supracitadas pode-se inferir que a dieta ocidentalizada tem promovido obesidade, aumento da glicemia e triglicerídeos séricos, tornando este modelo viável para estudos que contribuam nos progressos da compreensão da etiologia, patogenia e intervenções terapêuticas em distúrbios metabólicos associdados a alimentação. Por outro lado, também se observa que existem positivas associações entre ingestão moderada de vinho tinto e proteção de risco cardiovascular em ensaios experimentais com ratos que sofreram intervenções com dietas hiperlipídicas, de forma a prevenir a intolerância à glicose e redução do estresse oxidativo. Diante do exposto, hipotetiza-se neste estudo que os vinhos do Vale do São Francisco possuem composição fenólica e características similares a vinhos tradicionais consolidados no mercado internacional com relevante capacidade antioxidante. E, sua ingestão crônica pode atuar como um composto benéfico adicional em dietas desequilibradas, a exemplo da ocidentalizada, podendo reverter ou minimizar distúrbios no metabolismo glicídico e lipídico, bem como do estresse oxidativo. Sua realização se embasa na necessidade de estudos científicos que valorizem o produto regional e nacional a partir da investigação de sua ação no organismo vivo.   3. OBJETIVOS 3.1. Objetivo Geral Determinar a composição fenólica e capacidade antioxidante in vitro de vinhos tintos das cultivares Syrah e Cabernet Sauvignon elaborados do Vale do São Francisco e a partir do vinho que apresentar melhor atividade, avaliar in vivo a ação sobre as taxas glicêmicas, lipemicas e atividade antioxidante em ratos alimentados com dieta ocidentalizada.  3.2.  Objetivos Específicos 
• Caracterzar a composição fenólica e a atividade antioxidante “in vitro” de vinhos comerciais de Cabernet Sauvignon do Vale do São Francisco. 



33  
• Avaliar a evolução ponderal, ingestão alimentar e a tolerância à glicose em ratos alimentados com dieta ocidentalizada e submetidos a ingestão de vinho ou bebida hidroalcoolica. 
• Investigar a ação do vinho de maior atividade antioxidante in vitro sobre parâmetros glicêmicos, lipêmicos e atividade antioxiante em ratos alimentados com dieta ocidentalizada.  4. HIPÓTESES  a) Os vinhos tintos das cultivares Syrah e Cabernet Sauvignon das safras de 2011, 2013 e 2014 do Vale do São Francisco, apesar de poderem diferir quantitativamente, possuem elevada concentração de compostos fenólicos e alta atividade antioxidante in vitro. b)  A safra que apresentar maior atividade antioxidante in vitro reproduzirá esta ação no ensaio in vivo concomitante a uma redução do acúmulo de gordura visceral, normalização da glicemia e lipemia e da tolerância à glicose em ratos alimentados com dieta ocidentalizada. 



34  5. MATERIAL E MÉTODOS 5.1. Experimento 1: ensaios in vitro O estudo foi conduzido com vinhos tintos comerciais monovarietais cedidos por vinícolas do Vale de São Francisco, elaborados a partir da variedade tintas Syrah e Cabernet Sauvignon, safras de 2011, 2013 e 2014. A escolha destes vinhos deve-se ao fato de vinhos do cultivar Cabernet Sauvignon apresentarem evidências de serem amplamente estudados (FARIAS et al, 2011), bem como da importância desta uva na vinitivinicultura no Brasil (SATO et al., 2011) e do Vale do São Franciso. Para além da demanda, a valorização dos vinhos Cabernet Sauvignon tem sido observada nos mercados nacional e internacional (RIZZON e MIELE, 2002; DINIZ et al., 2011; MARKOSKI et al., 2016 e STAVRIDOU et al., 2016). Com estas amostras, fez-se a análise das suas caraterísticas fenólicas e a atividade antioxidante “in vitro”. Subsequentemente, o vinho que apresentou maior atividade antioxidante foi aplicado nos estudos in vivo.  5.1.2. Caracterização fenólica do vinho a) Determinação dos parâmetros de cor 
• Análise colorimétrica  As amostras foram diluídas a 10% em água destilada na proporção de 5:50. A intensidade da cor foi medida pela soma das absorvências a 420, 520 e 620 nm e a tonalidade por proporção entre 420 e 520nm (CAILLÉ et al., 2009). Os índices colorimétricos, porcentagem (%) de amarelo,% de vermelho e % de azul foram medidas em comprimentos de onda de 420, 520 e 620 nm, respectivamente, em relação à intensidade da cor (MONAGAS et al., 2006). A leitura foi feita com recurso a um espetrofotómetro (Varian 50 Bio UV/Vis ®).  b) Polifenóis totais 

• Índice a 280 nm (I280nm) O método é baseado na capacidade de absorção de radiação ultravioleta (UV) a 280nm pelos anéis aromáticos, cuja concentração obedece à lei de Lambert-Beer 



35  (HARBERTSON; SPAYD, 2006). A amostra foi diluída em água destilada a 2% e lida em espectrofotômetro (Varian 50 Bio UV/Vis ®) a 280nm, em cubetas de quartzo, com percurso ótico de 1cm, e os resultados expressos através da absorvância, considerando o fator de diluição.   
• Concentração de polifenóis totais O reagente Folin-Ciocalteu é uma mistura dos ácidos fosfomolibidênico e fosfotungstênico, e o método está baseado em reações iniciais de redução dos compostos fenólicos a íons fenolatos, finalizada pela alcalinização do meio. Estas reações levam a alterações na coloração (amarelo para azul), determinadas por espectrofotometria (HARBERTSON; SPAYD, 2006). O conteúdo total de polifenóis foi medido espectrofotometricamente a 725 nm, após diluição a 0,1% e reação com reagente fenólico Folin-Ciocalteu estabilizada com solução saturada de carbonato de sódio (MIRA et al., 2008). Para quantificação foi empregada uma curva padrão (Figura 9) com solução de ácido gálico (5,70 a 2,80 mg.L-1 em equivalente de ácido gálico). Os resultados foram expressos, com base em curva analítica, em mg.L-1 de equivalentes de ácido gálico (ARNOUS et al., 2001).  Figura 9: Gráfico da curva analítica, em mg.L-1 de equivalentes de ácido gálico.  

• Antocianinas  A determinação das antocianinas totais foi realizada pelo método espectrofotométrico de diferencial de pH, através da transformação na estrutura cromófora das antocianinas em meio ácido (SILVA et al., 2015). Foi feita a análise pela variação de absorbância entre amostras tratada com solução de ácido clorídrico a 2 % em água destilada e com solução tampão – fosfato dissódico/ácido cítrico (pH 



36  3,5). A concentração de antocianina livre, expressa em mg.L-1 de malvidina, foi obtida pela diferença da absorbância, a 520nm. Na determinação das concentrações foi considerado o fator de linearidade de 388 (SILVA et al., 2015).  
• Taninos condensados O teor de taninos condensados dos vinhos foram determinados pelo método vanilina/HCl como descrito por PRICE, (1978) modificado por RODRIGUES et al., (1998)  e WU et al., (2016). O reagente de Vanilina/HCl (volumes iguais de 2% de vanilina em metanol e 8% de HCl concentrada em metanol) foi preparado. Em 1ml do vinho adicionou-se 5ml de reagente de vanilina/HCl. A absorbância da solução resultante foi medida a 500nm após 1 minuto à temperatura ambiente num espectrofotómetro (Varian 50 Bio UV/Vis ®)).  A catequina foi utilizada como padrão para a curva de calibração com concentrações em mg/mL de 0,182; 0,364; 0,910 e 1,82 respectivamente com R² = 0,968 como mostra a figura 10. Para o cálculo do doseamento dos taninos utilizou-se a equação da curva padrão de catequina (y = 0,025x–0,003). O teor de tanino condensado foi expresso como amostra de equivalentes de gramas da Catequina (CE).mg-1.  Figura 10: Curva de calibração de taninos condensados - concentração de catequina em mg/mL versus absorbância (abs); R2= 0,968.  
• Perfil fenólico Para identificar os flavonóis (rutina, miricetina, quercetina e caempferol), ácidos fenólicos (gálico, vanílico, caféico, p-cumárico, elágico, ferúlico e siríngico), flavanóis (catequina e epicatequina) e estilbenos (cis- e trans- resveratrol) foi utilizado o 



37  cromatógrafo líquido de alta eficiência (Ultimate 3000 Dionex®), com coluna analítica Acclaim®120 Dionex C-18 - 250 mm x 4,6 mm, 5 µm (Figura 8). Os flavonóis, ácidos fenólicos, flavanóis e estilbenos foram identificados e quantificados com fluxo da fase móvel 0,5 mL.min-1, temperatura do forno de 36º C, volume de injeção de 20µL e comprimentos de onda de 280, 320, 368 e 372nm. A fase móvel foi constituída pela mistura gradiente de metanol e solução aquosa de ácido fórmico. A quantificação foi realizada por meio de curva analítica em metanol, com padronização externa e as amostras diluídas a 10% com metanol e filtradas a 0,45µm (LIMA et al, 2011; PORGALI & BYUKTUNCEL, 2012).  Figura 11. Cromatógrafo Ultimate 3000 Dionex®, com degasificador, bomba quartenária, forno e detector UV/Vis.  5.1.3. Determinação da atividade antioxidante “in vitro” pelo método DPPH* (2,2-difenil-1- picrilhidrazila) Este método é baseado na reação de transferência de elétrons que produz uma solução violeta em metanol (HUANG, 2005). Este radical livre, estável à temperatura ambiente, é reduzido na presença de uma molécula antioxidante, dando origem a uma solução incolor de metanol. Conforme metodologia descrita por NIXDORF e HERMOSÍN-GUTIERREZ (2010) e PORGALI & BÜYÜKTUNCEL (2012) foi avaliada a capadicade de sequestro do radical DPPH*, 100 µL de vinho, diluido em metanol foi adicionado em 2,9 mL de solução metanólica do radical DPPH* (6x10-5 mol.L-1). A mistura reagiu ao abrigo da luz por 30 minutos a 25°C e o  percentual de redução da absorbância foi medido a 517 nm.  A eficiência anti-radical foi estabelecida pelo 



38  percentual de atividade sequestradora (% AS), calculado pela equação: %AS = 100x(Acontrole– Aamostra)/Acontrole. Onde, Acontrole é a absorbância da solução que contém radical DPPH*· e metanol e Aamostra é a absorbância da amostra.  5.2. Experimento 2: ensaios in vivo  5.3. Animais e grupos experimentais  O experimento foi submetido e aprovado pela Comissão de ética no uso de animais (CEUA) do Centro de Ciências Biológicas da UFPE através do processo número 23076.047159/2014-13.  Para a realização dos experimentos in vivo foram utilizados 63 ratos da linhagem Wistar machos com 45 dias de idade pesando entre 170g e 200g, provenientes do biotério de criação do Departamento de Nutrição da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Os animais foram mantidos em biotério de experimentação em gaiolas plásticas sob as condições controladas (ciclos de 12h de escuro-luz, 22º±2ºC de temperatura, 50-60% de umidade relativa do ar, com ração e água controlada durante todo período experimental). Todos os animais utilizados neste estudo receberam cuidados humanos de acordo com os princípios dos requerimentos legais apropriados à espécie (Guidling Principles for the Care and Use of Laboratory Animals) e as diretrizes do Conselho Nacional de Controle e Experimentação Animal. Inicialmente, os ratos foram, aleatoriamente, divididos em 2 grupos (controle, n=31 e ocidentalizado, n=32) (figura 12). Apartir dos 45 dias de vida o grupo ocidentalizado foi alimentado com vistas à indução de hiperlipemia, hiperglicemia e peroxidação lipídica durante 22 semanas. A partir dos 170 dias de vida os animais foram subdivididos em três grupos cada para avaliação da ingestão alimentar. Os subgrupos formados foram assim distribuídos: grupo controle com água (GCwa, n=10), controle com solução hidroalcoolica (GCalc, n=10) e controle com vinho tinto (GCwi, n=11); grupos com dieta ocidentalizada com água (GOwa, n=10), dieta ocidentalizada com álcool (GOalc, n=11) e dieta ocidentalizada com vinho tinto (GOwi, n=11) (figura 12). Além de água corrente filtrada, os grupos GCwi, e GOwi receberam por gavagem vinho tinto da cultivar Cabernet Sauvignon, safra de 2014, com teor alcoólico de 12% v/v; os grupos GCalc, GOalc receberam por gavagem 



39  solução hidroalcoolica a 12% v/v diluída a partir de vodca tridestilada com teor alcoólico 38% v/v. O tratamento com vinho tinto e solução hidroalcoolica iniciou na idade de 200 dias de vida e durou 40 dias. Neste periodo, os ratos receberam por gavagem volume de 0,7mL por 100g do rato (PAIVA, 2005). Prévio a administração da gavagem, os animais permaneceram sem alimento por 2 horas para evitar intolerância ou regurgitamento. Na figura 12 está representado o desenho esquemático dos grupos experimentais manipulados durante o estudo.  Ambientação (21- 45 dias) Indução à obesidade e estresse oxidativo (45-200 dias) Reversão (200-240 dias) Sacrifício (240 dias)               Figura 12. Desenho esquemático dos grupos experimentais   5.3.1. Dieta dos animais A composição centesimal (g/100g) e a distribuição de Calorias (Kcal/100g) das dietas foram determinadas no Laboratório de Experimentação e Análise de Alimentos (LEAAL) do Departamento de Nutrição da Universidade Federal de Pernambuco: 
• A umidade e matéria volátil foram determinadas por aquecimento direto a 105°C. A determinação de resíduo por incineração (cinzas) foi feita de acordo com a American Oil Chemists Society (1990); 
• As proteínas foram determinadas através do método de Kjeldahl pesando 1g da amostra e colocando-a no balão de Kjeldahl segundo metodologia de Lutz, (1985);  

63 ratos Dieta ocidentalizada (GO) n=32 Dieta comercial (GC) n=31 GOwi    n=11 GOalc   n=11 GOwa   n=10 GCwi    n=11 GCalc   n=10 GCwa  n=10 



40  
• Os lipídios foram determinados de acordo com International Stardard Organization (ISO, 1973). As tabelas 1 e 2 mostram a composição centesimal da dieta em g/100g e a distribuição de calorias em Kcal/100g.  Tabela 1: Composição centesimal da dieta (g/100g).  Nutrientes/Calorias Dieta Ocidentalizada  Dieta comercial  Proteínas (g/100g) 18,46 24,34 Lipídeos (g/100g) 22,61 3,18 Carboidratos (g/100g)  50,75 56,00 Fibras 4,0 5,0 Cinzas (g/100g) 3,94 7,52 Umidade e substâncias voláteis (g/100g) 4,42 8,96 Calorias (kcal/100g) 4,60 3,5   Tabela 2: Contribuição energética (%) de macronutrientes para o valor energético total. Nutrientes/Calorias Dieta Ocidentalizada  Dieta Comercial Proteínas (%) 14,0 29,0 Lipídeos (%) 43 9 Carboidratos (%) 43 62  A dieta foi adaptada de CAVALCANTE et al., (2014) onde o incremento dos nutrientes citados (gordura, sacarose e sódio) se associa ao aumento dos lipídios séricos (CAVALCANTE et al., 2014) e da peroxidação lipídica (FRANCO et al.,2016).  5.3.2. Análise por cromatografia gasosa com detector por ionização de chama  GC-DIC de ácidos graxos A extração, metilação e esterificação dos lipídeos foram realizadas de acordo com Lutz (1985) modificado, e a análise dos ácidos graxos foi realizada por cromatografia gasosa com detector por ionização de chama (CG-DIC) Agilent Technology 7890® no Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE), segundo ARAÚJO et al., (2016). O perfil de ácidos graxos apresentados pelas dietas encontra-se disposto na tabela 3. 



41  Tabela 3: Perfil dos ácidos graxos das dietas Ácidos graxos Dieta comercial Dieta Ocidentalizada Ácido esteárico (C18:0) 7,00 9,52 Ácido octanoico (C8:0) 0,0 0,0 Ácido decanoico (C10:0) 0,0 0,50 Ácido láurico (C12:0) 0,0 1,09 Ácido mirístico (C14:0) 0,0 3,25 Ácido pentadecanoato (C15:0) 0,0 0,0 Ácido palmítico (C16:0) 18,85 21,54 Ácido heptadecanoato (C17:0) 0,0 0,0 Ácido araquídico(C20:0) 0,0 0,0 Total saturados  25,85 35,9 Ácido palmitoleico (C16:1) 0,0 0,92 Ácido heptadecanoico (C17:1) 0,0 0,0 Ácido oleico (C18:1) 33,76 32,89 Ácido miristoleico (C14:1) 0,0 0,0 Ácido linoleico (C18:2) 38,61 27,67 Ácido linolênico (C18:3) 1,77 2,62 Total insaturados 74,14 63,18 Total 99,99 100 Razão N6:N3 21,81 10,56 Monoinsaturado 33,76 33,81 Saturados 25,85 35,9 Insaturados 74,14 63,18 Poliinsaturado Razão 2,87 1,76  Os ácidos graxos foram identificados segundo padrão externo (FAME Supelco™ mix C4-C24, Bellefonte, PA, USA) e seu percentual (%) calculado conforme normalização das áreas dos picos. L – Ração comercial/Labina; DO1 – Dieta Ocidentalizada1;  DO2 – Dieta Ocidentalizada 2.  5.3.3. Consumo alimentar  O consumo alimentar dos ratos foi medido através da diferença entre o alimento inicial ofertado e a sobra na gaiola após 24 horas a partir de 45 dias de vida dos ratos (CAVALCANTE et al., 2014), durante todo o período experimental. Os ratos do grupo ocidentalizado receberam alternadamente até o final do período experimental, duas dietas (comercial e ocidentalizada) para evitar a habituação. A dieta rica em açúcares simples, gordura e sódio mimetizava o estilo ocidental de alimentação atual com fins de reproduzir um padrão de ingestão característico de uma dieta “ocidentalizada” e era oferecida durante 5 dias, e, a comercial era ofertada durante 2 dias na semana.  



42   5.3.4. Evolução ponderal A aferição do peso corporal foi realizada, semanalmente, por meio de balança eletrônica digital, marca Marte XL 500®, classe II, capacidade máxima 2000g (menor divisão 0,001g), durante todo o experimento, entre 6:30 e 7:30 que corresponde ao: período de indução ao estresse oxidativo, alterações bioquímicas e indícios da obesidade (45 a 200 dias de vida). E, entre 13:00 e 14:00h quando realizado o período de tratamento com vistas à reverter os danos oxidativos (200 a 240 dias de vida). O ganho de peso foi determinado por meio da diferença entre o peso final e o peso inicial em cada período de acompanhamento. Em adição, foi obtido o peso de órgãos úmidos (fígado, estômago, gordura epididimal e gordura retroperitonial) e sua massa foi relativizada pelo peso corporal com fins de detecção de alguma alteração dp tamanho do órgão e possível dano funcional. Para a obtenção desses órgãos os animais foram colocados em jejum de 10-12h e anestesiados com dose combinada de Xilazina a 80% e Quetamina a 20%. Após detecção do estado anestésico, foi realizada uma incisão e abertura na região abdominal e os órgãos foram retirados e pesados.  5.3.5. Glicemia e teste oral de tolerância à Glicose (TOTG) As dosagens de glicemia após jejum de 10 horas foram realizadas em ratos com idade em torno de 200 dias de vida (período antes do tratamento por gavagem) e na idade de 240 dias de vida (período de realização da gavagem).O registro foi realizado pelo aparelho Accu-Check Active®, modelo GU, utilizado na determinação de glicose no sangue.  Igualmente, foi realizado o teste oral de tolerância à glicose em idade próxima a 200 e 240 dias, períodos antes e após a gavagem com água, solução hidroalcoolica e vinho. Para a realização do TOTG, os animais foram submetidos ao jejum de 6 horas, e, após este período foi obtida amostra de sangue da cauda dos animais por uso de lanceta. Foi coletada a primeira amostra de sangue (tempo 0) para dosagem da glicose basal e subsequentemente administrado por gavagem solução de glicose 



43  a 50%, na dosagem de 2mg/g de peso do animal e mensurada subsequentemente as glicemias nos tempos de 30, 60, 90 e 120min após uso da glicose. A obtenção dos valores glicêmicos foi através do aparelho Accu-Check Active®. Posteriormente foi realizada a curva glicêmica e o cálculo da área sob a curva de glicose (ΔG) a partir do método trapezoidal de MATHEWS et al. (1990).  5.3.6. Análises bioquímicas Aos 240 dias os animais foram sacrificados após jejum de 10-12 horas. Os animais foram anestesiados com fármacos combinados na quantidade equivalente a 40 mg/kg de quetamina a 20% e 10 mg/kg de Xilasina a 80%, por via intraperitonial. O sangue foi coletado por punção cardíaca em tubos apropriados sem anticoagulante para realizar as dosagens bioquímicas. Em seguida à coleta, o sangue foi centrifugado, a 2500rpm por 20 minutos a temperatura ambiente de 25º ± 1ºC, para separação do soro. O soro foi coletado e armazenado, por no máximo 35 dias, em tubos eppendorfs em freezer -20º ± 1º C. A partir das amostras de soro foram efetuadas as análises de glicose, colesterol, triglicérides e HDL-c utilizando os kits Labtest. Os valores de VLDL-c e LDL-c foram calculados a partir da equação de FRIEDEWALD et al. (1972): LDL colesterol mg/dL= Colesterol total - HDL-colesterol - (Triglicerídeos/5). Todos os procedimentos seguiram a recomendação do fabricante.  A leitura foi realizada por espectrofotometria, a 550nm, e os resultados foram obtidos após cálculo de conversão dos valores indicados nos kits. Também foi analisado no soro a dosagem de transaminases: glutâmico oxalacético (TGO) e glutâmica pirúvica (TGP), utilizando kits comerciais específicos para as respectivas enzimas.    5.3.7. Atividade enzimática da Catalase e da Superóxido dismutase 



44  Para determinar a atividade da catalase (CAT), o tecido hepático foi homogeneizado em tampão fosfato 50 mM e a suspensão resultante foi centrifugada a 3.000 rpm durante 10min, em cetrífuga refrigerada a 4ºC. O sobrenadante foi utilizado para o ensaio enzimático. A atividade de CAT foi medida pela taxa de diminuição da absorbância do peróxido de hidrogênio a 240nm e expressa como U/mg de proteína, tal como descrito anteriormente.  Para determinar a atividade da superóxido dismutase (SOD), o tecido hepático foi homogeneizado em tampão de glicina 50mM usando um homogeneizador Potter-Elvehjem®. A atividade SOD foi avaliada pela medição da inibição da auto-oxidação da adrenalina no homogenato. A atividade da SOD é expressa como U/mg de proteína, tal como descrito em outros ensaios.   5.3.6. Avaliação das espécies reativas ao ácido Tiobarbiturico (TBARs) Para a avaliação das espécies reativas ao ácido tiobarbiturico (TBARs) o tecido hepático foi homogeneizado em tampão fosfato a 50mM, utilizando um homogeneizador Potter-Elvehjem® (DRAPER, 1990). Uma alíquota (200 µL) foi misturada com ácido tricloroacético 15% (400µL), centrifugaram-se por 10min (4.000rpm) , em cetrífuga refrigerada a 4ºC, e o sobrenadante foi misturado com igual volume de ácido tiobarbitúrico a 0,67%. Este sistema foi aquecido em banho-maria durante 15min e o TBARS foi determinado por espectrometria com comprimento de onde de 535 nm. A concentração de proteína foi avaliada pelo ensaio de Lowry e os resultados são expressos como nmol de TBARS/mg de proteina (equivalentes de MDA).  5.3.7. Grupos sulfidrilas em proteínas O teor de tiol total (grupos sulfidrílicos - SH) no tecido hepático foi determinado utilizando o método do 5,5-ditiobis-(2-nitrobenzóico) (DTNB) (AKSENOV, 2001). Foi misturado 30µL do tecido hepático com 1mL de PBS/1mM EDTA (pH 7,5). A reação foi iniciada pela adição de 30µL de 10mM de solução estoque de DTNB em PBS. As amostras de controle, que não incluem DTNB ou proteína, foram executadas simultaneamente (BULAT, 1998). Após incubação de 30min à temperatura 



45  ambiente, a absorbância a 412nm foi medida e as quantidades de TNB formadas (equivalente à quantidade de grupos sulfidrílicos) foram calculadas. 5.3.8. Análises estatísticas dos dados As análises in vitro foram realizadas em triplicata e os resultados foram apresentados como média e desvio padrão. Para comparar os resultados foi aplicada a análise de variância (ANOVA) com testes de Duncan e Tukey (p<0,05) para identificar possíveis diferenças entre as médias. Foi utilizado o programa statistic for Windows 6.0 ao nível de 5% de significância. Para os estudos in vivo utilizou-se o teste de normalidade de Kolmogorov Smirnov. Na avalição entre os múltiplos grupos utilizou-se a Análise de Variância (ANOVA), seguidos do teste de Bonferroni, quando detectada a diferença entre os grupos. Na avaliação intragrupo foi utilizado o teste “t” de Student pareado. Os resultados estão apresentados como média e desvio padrão. A análise foi feita no Graphpad Prism®versão 2007 (Graphpad Software Inc., La Jolla, CA, USA, Demo). Para todas as análises adotou-se a significância de 5%.  



46  6. RESULTADOS   6.1. Parte 1 – características fenólicas dos vinhos e sua atividade antioxidante "in vitro" A caracterização fenólica dos vinhos do Vale do São Francisco mostra grande diversidade nos índices avaliados como intensidade de cor, fenólicos, antocianinas, taninos condensados e perfil fenólico. No entanto, a avaliação da atividade antioxidante in vitro mostra grande homogeneidade para o vinho Cabernet Sauvignon que também apresenta mais evidências científicas em estudos comparados ao vinho Syrah. A tabela 4 mostra a variação dos parâmetros cromáticos dos vinhos tintos das cultivares Syrah e Cabernet Sauvignon encontradas no nosso estudo. Tabela 4: Parâmetros cromáticos de vinhos Syrah e Cabernet Sauvignon das safras de 2011, 2013 e 2014. Amostra  IC T % amarelo % vermelho % azul CS I 11 11.13±0.26c 1.02±0.018a 43.58±0.06a 43.73±0.07c 12.69±0.04c,a CS II 13 15.03±0.43a 0.74±0.01c 37.03±0.02c 50.65±0.03a 12.32±0.05a,b SY I 13 14.03±0.49b 0.72±0.01c 36.71±0.03c 50.64±0.07a 12.65±0.05a CS III 14 10.64±0.16c 0.92±0.01b 41.91±0.16b 45.96±0.19b 12.13±0.04a SY II 14 8.08±0.10d 0.72±0.01c 36.66±0.02c 50.98±002a 12.35±0.01a Intensidade de cor (IC), tonalidade (T), porcentagem de amarelo (% amarelo), porcentagem de vermelho (% vermelho) e porcentagem de azul (% azul); Cabernet Sauviginon da vinícola I de 2011 (CS I 11); Cabernet Sauvignon da vinícola III de 2014 (CS III 14); Cabernet Sauvignon da vinícola II de 2013 (CS II 13); Syrah da vinícola I de 2013 (SY I 13); e Syrah da vinícola II de 2014 (SY II 14). Análise de variância (ANOVA) de um jeito seguido pelo pós-teste de Bonferonni. Diferentes letras, na coluna, indicam variação de significância (p <0,05).  A figura 13 mostra a variação dos parâmetros de índice de polifenóis totais (I280nm), polifenóis totais expressos como equivalentes de ácido gálico (EAG em mg / L-1) e antocianinas de vinhos estudados em mg / L-1. 



47         Figura 13. Índice total de polifenóis (A), fenóis globais de concentração expressos como equivalentes de ácido gálico (B), antocianinas totais expressas em mg.L-1 de malvidina 3-glucose, (C) taninos condensados em mg.L-1 (D ) dos vinhos Cabernet Sauvignon e Syrah. Cabernet Sauviginon da vinícola I de 2011 (CS I 11); Cabernet Sauvignon da vinícola III de 2014 (CS III 14); Cabernet Sauvignon da vinícola II de 2013 (CS II 13); Syrah da vinícola I de 2013 (SY I 13); e Syrah da vinícola II de 2014 (SY II 14). ANOVA one way seguido pelo pós-teste de Bonferonni. Letras diferentes indicam variação de significância (p <0,05).  Em relação ao índice total de polifenóis (figura 13A), os resultados apresentaram médias variando de 103,6 na Syrah de 2013; 64.06 em Cabernet Sauvignon de 2013; 97,83 em Cabernet Sauvignon, de 2014; 75,87 em Cabernet Sauvignon de 2011 e 73,48 em Syrah de 2014. No entanto, esses vinhos não mostraram diferenças significativas (P <0,05) para o teor total de polifenóis entre os vinhos Cabernet Sauvignon 2011 e 2014 Syrah. A média do conteúdo fenólico total expresso em equivalente de ácido gálico (figura 13B) variou nas amostras em cerca de 456,3 mg/L-1 no vinho Syrah de 2013; 506,6 mg /L-1 no Cabernet Sauvignon 2013; 446,6 mg/L-1 no Cabernet Sauvignon, 2014; 305,8 mg/L-1 no Cabernet Sauvignon de 2011 e 800,8 mg/L-1 no Syrah de 2014. Não 



48  observamos diferenças significativas entre os vinhos Syrah de 2013, Cabernet Sauvignon de 2013 e Cabernet Sauvignon de 2014 (p <0,05). O teor de antocianinas (figura 13C) variou em média de 384,3 mg/L-1 no vinho Syrah de 2013; 359,7 mg/L-1 no Cabernet Sauvignon 2013; 98,94 mg/L-1 no Cabernet Sauvignon, 2014; 101,3 mg/L-1 no Cabernet Sauvignon 2011; 501,2 mg/L-1 no Syrah de 2014. Enquanto que o conteúdo de taninos condensados em nosso estudo (Figura 13D) mostrou diferenças significativas nas cultivares Cabernet Sauvignon de 2011 com 61,08 mg/g, a cultivar Cabernet Sauvignon de 2014 com 80,83mg/g e Syrah de 2014 com 121,27 mg/g, enquanto que as cultivares Syrah de 2013 com 147,74 mg/g e Cabernet Sauvignon de 2013 com 146,89 mg/g não apresentaram diferenças significativas entre si. O perfil fenólico das amostras de vinho tinto de Cabernet Sauvignon e Syrah analisadas em nosso estudo (tabela 5) apresentou valores médios de ácido galo variando de 29,78 a 38,05 mg/L-1 em vinhos Cabernet Sauvignon e 58,26 a 69, 05 mg / L- 1 em vinhos Syrah. A catequina variou de 32,99 a 81,00 mg/L-1 em vinhos Cabernet Sauvignon. Os valores médios de ácido vanilico variaram de 4,43 a 44,36 mg / L-1. Entretanto, o Resveratrol apresentou valores médios variando de 2,75 a 26,89 mg/L-1 em vinhos Cabernet Sauvignon e 10,66 a 10,48 mg/L-1 em vinhos Syrah, o Ácido de siríngico  variuo entre 1,42 a 0,56 mg/L-1 nos vinhos Cabernet Sauvignon e 0,34 a 5,38 mg/L-1 nos vinhos Syrah. O ácido caféico variou em média de 7,81 a 15,16 mg/L-1 nos vinhos Cabernet Sauvignon e 33,02 e 38,10 mg/L-1 nos vinhos Syrah. Para o ácido ferulico observamos variações médias de 3,94 mg/L-1 nos vinhos Cabernet Sauvignon e de 2,06 a 3,11 mg/L-1 nos vinhos Syrah. Mircetina com valores médios de 1,79 a 14,76 mg/L-1 em vinhos Cabernet Sauvignon e 0,62 a 3,07 mg/L-1 em vinhos Syrah, a quercetina variou de 12,52 a 25, 84 mg/L-1 em vinhos Cabernet Sauvignon e 9,26 a 13,66 mg/L-1 em vinhos de Syrah, Campferol com 0,22 a 0,75 mg/L-1 em vinhos de Cabernet Sauvignon, Rutina Com valores médios variando de 0,56 a 4,77 mg/L-1 em vinhos de Cabernet Sauvignon, 5,02 a 5,29 mg/L-1 em vinhos Syrah e Ácido Cumarico apresentaram valores médios variando de 1,09 a 1,09 1,68 mg/L-1 em vinhos de Cabernet Sauvignon. 



49  Tabela 5. Perfil fenólico dos vinhos tintos tipo Cabernet Sauvignon nas safras 2011, 2013 e 2014 do Vale do São Francisco. Componentes  Concentração nos vinhos (mg.L-1) SY I 13 CS II 13 CS III 14 CS I 11 SY II 14 Ácido Gállico   58.26±0.26a 29.78±0.13b 38.05±0.82a 32.73±0.00b 69.05±000a Ácido Vanillico 4.80±0.05c 4.43±0.12c 44.36±0.75a 3.12±0.00d 6.13±0.00b Ácido Siringico  5.38±0.22a 1.42±0.01b,a,c 0.56±0.00c,d,b ND 0.34±0.00d,c Ácido Cafeico 38.10±0.23a 7.81±0.35d 15.16±0.30c ND 33.02±0.00b Ácido Ferulico 3.11±0.15a ND 3.94± 0.00a ND 2.06±0.00b Ácido Cumárico ND 1.09±1.00b 1.68±0,00a ND ND Ácido Elágico ND ND ND ND ND Catequina 45.73±0.08b 32.99±2.11c 57.27±0.04b 81.00±0.00a 29.05±0.00d Resveratrol 10.66±0.05b 2.75±0.05c 2.67±0.52a 2.89±0.00a 10.48±0.00b Miricetina 3.07±0.14b 1.79±0.03d 2.75±0.13c,b 1476±0.00a 0.62±0.00c,d Quercetina 13.66±0.30b 25.84±0.09a 12.52±0.19b ND 9.26±0.00c Kaempferol ND 0.22±0.02 0.75±0.00 ND ND Rutina 5.29±0.03a 0.56±0.00d 4.77±0.00c ND 5.02±0.00b As médias e desvios padrão com letras iguais na horizontal não diferem significativamente entre si por ANOVA one way seguido de testes de Benferoni (p <0,05). ND - não detectável; Cabernet Sauviginon da vinícola I de 2011 (CS I 11); Cabernet Sauvignon da vinícola III de 2014 (CS III 14); Cabernet Sauvignon da vinícola II de 2013 (CS II 13); Syrah da vinícola I de 2013 (SY I 13); e Syrah da vinícola II de 2014 (SY II 14).   Os resultados do nosso estudo sobre a actividade antioxidante (Figura 14) determinados pelo método de 2,2-difenil-1-picrilidrazilo (DPPH*) expressos como percentagem da actividade de sequestro de radicais livres (%SRL), (figura 14) mostraram valores médios variando 58,02% no vinho Syrah de 2013; 82,32% em Cabernet Sauvignon 2013; 85,08% em Cabernet Sauvignon, 2014; 83,34% em Cabernet Sauvignon em 2011 e 95,70% em Syrah de 2014. Diferenças significativas foram encontradas nos vinhos Syrah e a ausência de significância foi observada entre os vinhos Cabernet sauvignon. A figura que se segue (Figura 14) mostra a atividade antioxidante dos vinhos Syrah e Cabernet Sauvignon analisados em nosso estudo. 



50   Figura 14. Atividade antioxidante, porcentagem de atividade de seqüestro de radicais lívres (%SRL) de DPPH* em vinhos de Cabernet Sauviginon da vinícola I de 2011 (CS I 11); Cabernet Sauvignon da vinícola III de 2014 (CS III 14); Cabernet Sauvignon da vinícola II de 2013 (CS II 13); Syrah da vinícola I de 2013 (SY I 13); e Syrah da vinícola II de 2014 (SY II 14). ANOVA one way seguido pelo pós-teste de Bonferonni. Letras diferentes indicam variação de significância (p <0,05).  A tabela 6 mostra as correlações entre os diferentes parâmetros dos vinhos Cabernet Sauvignon e Syrah das safras de 2011, 2013 e 2014. Tabela 6: Correlações entre a atividade antioxidante (%SRL) e os diferentes parâmetros de vinhos de Cabernet Sauvignon de 2011, 2013, 2014 e Syrah 2014. %SA of the samples Correlation coeficiente (r2) IPT IC T ANT PT TN CS II 13 0.543* 0.503* 0.114 0.588* 0.500* 0.555** CS III 14 0.940* -0.083 0.250 0.085 0.283 0.269 CS I 11 -0.144 0.361 0.139 -0.877** -0.144 -0.565 SY II 14 -0.116 -0.003 -0.318 0.142 -0.116 0.865** SY I13 -0.354 -0.177 -0.038 0.230 -0.227 0.423  A correlação da pessoa é significante para (p <0,05 *) e (p <0,01 **), 2-tailed eo intervalo de confiança é 95%. Os valores indicam o coeficiente de correlação de Person-r2 da atividade de eliminação de radicais livres (% SA). Cabernet Sauviginon da vinícola I de 2011 (CS I 11); Cabernet Sauvignon da vinícola III de 2014 (CS III 14); Cabernet Sauvignon da vinícola II de 2013 (CS II 13); Syrah da vinícola I de 2013 (SY I 13); e Syrah da vinícola II de 2014 (SY II 14), índice total de polifenóis (IPT); intensidade de cor (IC); tonalidade (T); antocianinas (ANT); polifenóis totais (PT); taninos (TN).  O vinho Cabernet Sauvignon 2013 obteve uma associação positiva moderada entre o teor total de polifenóis (IPT), o índice de cor (CI), antocianinas (ANT) e o teor total de polifenóis equivalente ao ácido gálico com atividade antioxidante (ASRL), (r2> 0,5). O vinho Cabernet Sauvignon de 2014 teve uma forte associação positiva entre o índice fenólico total e a atividade antioxidante (ASR) (r2>0,9), enquanto o Cabernet 



51  Sauvignon da safra 2011 teve uma forte associação inversa entre antocianinas (ANT) e atividade antioxidante (ASRL) (r2<-0,8). No entanto, não observamos relações entre os parâmetros analisados com a atividade antioxidante nos vinhos Syrah de cultivares 2013 e 2014.  6.2. Parte 2 – estudos “in vivo” na fase de indução ao estresse oxidativo (45 a 200 dias de vida)  A partir dos resultados da atividade antioxidante in vitro, utilizamos a cultivar cabernet sauvignon e a sua melhor safra para avaliar a atividade antioxidante in vivo e outros parâmetros metabólicos. Em função do intercalado consumo de dietas (ocidentalizada e comercial), observa-se uma diferença de peso a partir da 2ª semana de uso da dieta até a 20ª semana. Essa diferença variou de 14% a 12% no grupo ocidentalizado – GO comparado ao grupo controle – GC (figura 15A). Observa-se também que esta diferença ocorreu nas primeiras semanas de uso da dieta (figura 15B) com diferença de ganho de peso detectada no período de acompahamento da 1ª a 10ª semana (GC=177.1±7.2g; GO=211.0±6.5g, p<0.001) e sem diferenças (figura 15C) quando este foi determinado entre a 11ª e 20ª semana de acompanhamento. Os resultados sugerem que os animais parecem ser mais responsivos a mudança de peso corporal nas primeiras semanas de uso da dieta e com a manutenção desta diferença até o final do período de acompanhamento. 



52   Figura 15. Evolução do peso corporal (g) de ratos submetidos a dieta controle (GC, n=31) e ocidentalizada (GO, n=32) durante 22 semanas (A), ganho de peso corporal da 1ª a 10ª semanas (B) e de 11ª a 20ª semanas de acompanhamento (C). Teste two way RM ANOVA (A) e teste“t “de Student (B,C) (*p <0,05).  Ao se observar a ingestão média de alimento (figura 16A) e de quilocalorias (figura 16B) ingeridos no período por animal, detecta-se uma menor ingestão de alimento no grupo GO comparado ao GC (20% menor no GO, p<0.001) e um maior consumo energético do GO comparado ao GC (12% a mais, p<0.001). GC GO0.05.010.015.020.025.0 *A GRUPOSconsumo médio (g) GC GO0.020.040.060.080.0100.0B *GRUPOSkcal/dia   Figura 16. Consumo alimentar médio (figura 16A) (g/100g) e ingestão energética (figura 16B) entre os grupos controle (GC, n=31) e ocidentalizado (GO, n=32). Dados expressos em média e desvio padrão. Teste“t “de Student .(B),*p <0,05.  



53  A figura 17 mostra a variação dos níveis de glicemia em jejum medido em mg/dL (figura 17A) pelo teste de tolerância oral a glicose a partir da glicemia basal e posteriormente aos 30, 60, 90 e 120 minutos. A alteração na glicemia basal é evidente, e nota-se no grupo GO que aos 90 e 120min ocorre reduzido poder de decaimento da glicose aos níveis basais. Na figura 17B encontra-se a área sob a curva da glicose do GC e GO corroborando a intolerância observada em 3 pontos da curva glicêmica, onde o grupo GO apresenta maior área que o grupo GC.   Figura 17. Teste oral de tolerância a glicose (figura 17A) e área sob a curva do gráfico (figura 17B) de ratos do grupo controle (GC, n=31) e ratos com dieta ocidentalizada (GO, n=32) aos 200 dias de vida. Teste two way RM ANOVA (A) e teste“t “de Student (B),(*p <0,05)   6.3. Parte 2 – estudos “in vivo” na fase de gavagem com solução hidroalcoolica e vinho tinto (200 a 241 dias de vida).  Após 40 dias de uso de vinho tinto ou solução hidroalcóolica, foi observado diferente perfil de tolerância à glicose no GC (figura 18A) e no GO (figura 18B). Tanto o uso de solução hidroalcóolica quanto de vinho tinto mostrou melhor responsividade de tolerância a glicose comparado aos respectivos grupos controles (GCwa e GOwa) e entre GCwi e GCalc ainda ocorreu diferença aos 30min (figura 18A). No grupo GO, o vinho foi bem mais efetivo que a solução hidroalcóolica em melhorar a responsividade à glicose comparado ao grupo GOwa (figura 18B). 



54   Figura 18. Teste oral de tolerância a glicose após jejum de 10h e aos 30, 60, 90 e 120 minutos a seguir a solução oral de glicose. Grupos: controle com água (GCwa, n=10), controle com solução hidroalcoolica (GCalc, n=10) e controle com vinho tinto (GCwi, n=11); dieta ocidentalizada com água (GOwa, n=10), dieta ocidentalizada com álcool (GOalc, n=11) e dieta ocidentalizada com vinho tinto (GOwi, n=11). Teste two way RM ANOVA seguido do pós-teste de Bonferroni. *p<0,05 vs respectivo grupo água e #vs respectivo grupo vinho.  A avaliação da glicemia entre grupos não demonstrou diferença entre GOwa e GCwa, mas sim entre GOwi e GCwi no tempo de 30 minutos (GOwi =112,7±6,40 mg/dL; GCwi=144,5±10,7 mg/dL). Houve diferenças (p<0,05) entre o GOalc e GCalc aos 90 minutos (GOalc=  124,1±18,0 mg/dL; GCalc=109,3±5,28 mg/dL) e aos 120 minutos (GOalc=119,19±18,5; mg/dL GCalc=94,1±6,96 mg/dL)(p<0,05).  Os resultados da glicemia, após ingestão de vinho e solução hidroalcoolica, referentes aos diversos pontos da curva após a sobrecarga de glicose foram corroborados a partir da área sob a curva glicêmica nos grupos controles (Figura 19A) e ocidentalizados (Figura 19B). Ambos os grupos, os alimentados com dieta controle e os alimentado com dieta ocidentalizada que ingeriram vinho ou bebida alcoolica mostraram menor área sob a curva glicêmica comparada aos seus pares controles que ingeriram água. (Figura 19A,B). 



55  GCwa GCalc GCwi020000400006000080000 * *A GruposAUC glucose (mgl/dL by 120min) GOwa GOalc GOwi020000400006000080000B ** GruposAUC glucose (mgl/dL by 120min)  Figura 19. Área sob a curva da glicose dos grupos controle com água (GCwa, n=10), controle com solução hidroalcoolica (GCwa, n=10) e controle com vinho tinto (GCwi, n=11), ocidentalizado com água (GOwa, n=10), ocidentalizado com álcool (GOalc, n=11) e grupo ocidentalizado com vinho tinto (GOwi, n=11). Teste one way ANOVA seguido do pós-teste de Bonferroni. Resultados em média e desvio padrão. Diferenças significativas *p<0,05 vs respectivos grupos com água.  A variação média de o consumo alimentar (figura 20A) e energético (figura 20B) dos grupos 30 dias antes do período de realização da gavagem com solução hidroalcoolica e vinho tinto encontra-se apresentada na figura 20 (A,B). E a ingestão de alimento e energia durante o período de gavagem com uso de solução hidroalcoolica, de vinho ou de água segundo os grupos alimentados com dieta controle ou ocidentalizada, encontra-se representada na figura 20C e 20D, respectivamente. Os gráficos mostram que antes da gavagem os grupos GO ingeriram menos alimento e mais energia que os grupos GC (p<0,05). Mas na fase da gavagem com uso de solução hidroalcoolica e de vinho tinto, observaram-se diferenças entre os grupos GOwa GCwa (quantidade de alimento e energia) e entre os grupos em uso de solução hidroalcoolica (GOalc) ou vinho (GOwi) comparado ao seu par controle tratado com água (GOwa).  



56  GCwa GCalc GCwi GOwa GOalc GOwi0510152025 * * *A GruposQuantidade de ração (g) GCwa GCalc GCwi GOwa GOalc GOwi020406080100 * * *B Gruposingestão energética (Kcal/d)
GCwa GCalc GCwi GOwa GOalc GOwi0102030 ** *# #C GruposQuantidade de ração (g) GCwa GCalc GCwi GOwa GOalc GOwi020406080100 * ##D Gruposingestão energética (Kcal/d)  Figura 20. Consumo alimentar (A) e energético (B) 30 dias antes da gavagem de grupos controles (GCwa, n=10; GCalc, n=10; GCwi, n=11) e o consumo alimentar (C) e energético (D) de grupos ocidentalizados (GOwa, n=10; GOalc, n=11; GOwi, n=11) durante o período de gavagem. Teste one way ANOVA seguido pelo pós-teste de Bonferroni. *p <0.05 vs grupos controles e #p<0.05 vs grupos ocidentalizados.  Em conjunto com a alteração de consumo alimentar no grupo alimentado com dieta ocidentalizada durante a gavagem, observou-se: um aumento de peso em torno de 23% no GOwa comparado com GCwa. Nos grupos ocidentalizados ocorreu redução da ingestão em torno de 14% a 15% nos grupos GOalc e GOwi comparados ao ingerido pelo GOwa (GCwa= 409.0±35.1; GCalc=419.5±33.9; GCwi=409.0±21.6; GOwa=506.1±46.1; GOalc=431.6±31.2; GOwi=413.0±36.4g) (p<0.05).  Os resultados apresentados na tabela 7 indicam que a dieta ocidentalizada causou elevação da glicemia, triglicerídeos, colesterol e na VLDL-c em animais alimentados com dieta ocidentalizada, enquanto o uso de vinho reduziu esses parâmetros em ambos os grupos dietéticos tratados com vinho quando comparados aos seus pares controles e ao grupo que ingeriu solução hidroalcóolica dentro de cada grupo (GOalc x GCalc). O grupo GOwi mostra redução do colesterol na comparação intragrupo, reforçando o efeito do uso de vinho em animais alimentados com dieta ocidentalizada. 



57  Tabela 7. Níveis séricos de glicose, colesterol, triglicerídeos, Lipoproteínas de alta densidade (HDL)-; Lipoproteínas de muito baixa densidade (VLDL) e razão TG/HDL.-  Variáveis (mg/dL) GCwa GCalc GCwi GOwa GOalc GOwi Glicose 156.3± 9.07 249.5± 14.8* 164.5± 7.5δα 266.7± 18.6* 238.5± 11.3 176.6± 14.9*#δ Triglicérideos 62.8±6.9 84.3±9.2* 56.1±7.01*δ, 92.9±9.1* 90.7±16.6 57.7±6.4#δ Colesterol 48.5±5.2 68.5±4.7* 51.0±4.9 68.4±3.4* 74.5±1.4 50.3±3,8#δ VLDL-c 12.6±1.4 16.9±1.8* 11.2±1.4* δ,  18.6±1.8* 19.7±3.3 11.5±1.3#δ HDL-c 32.4±1.6 39.2±2.3 29.7±1.6δ 35.6±2.9 37.3±2.9 28.6±2.3δ TG/HDL-c 1.9±0.2 2.5±0.2 1.6±0.3 2.6±0.4 2.4±0.3 2.0±0.2 Dados em média e desvio padrão. Grupos: controle com água – Gcwa, n=10; controle com solução hidroalcoolica – GCalc, n=10; controle com vinho – GCwi, n=11 e grupos ocidentalizado com água – GOwa, n=10; ocidentalizado com solução hidroalcoolica – GOalc, n=11; ocidentalizado com vinho – GOwi, n=11. Teste one way ANOVA seguido do pós-teste de Bonferroni. O número de animais variou entre 10-11 por grupo. P<0,05 *vs respectivos grupos controles; #vs wa intragrupo; δvs alc intragrupo.  A avaliação do peso úmido de órgãos (tabela 8), mostrou que o grupo GOwi apresentou um menor peso do fígado comparado ao GCwi, enquanto que o GOwa mostrou menor peso do estômago que seu par controle, o GCwa.  A avaliação da gordura epididimal, retroperitoneal e abdominal total mostraram que os grupos alimentados com dieta ocidentalizada acumularam mais gordura que os alimentados com dieta controle e que o uso de solução hidroalcoolica ou vinho influenciou na redução da gordura dos animais alimentados com dieta ocidentalizada, mas não mostrou alteração nos grupos alimentados com dieta controle.  Tabela 8: Efeito do álcool e vinho tinto sobre o peso do fígado, do estômago e de compartimentos de gordura visceral  Órgãos (g/100g) GCwa n=10 GCalc n=10 GCwi n=11 GOwa n=10 GOalc n=11 GOwi n=11 Fígado 2.65±0.08 2.61±0.06 3.00±0.06 2.60±0.13 2.92±0.06 2.54±0.10* Estômago 0.51±0.02 0.50±0.02 0.44±0.02 0.40±0.01* 0.44±0.02 0.44±0.02 Gordura epididimal 1.14±0.06 1.33±0.06 1.41±0.07 2.21±0.09* 1.45±0.11# 1.92±0.12*,δ Gordura retroperitonial 2.4±0.070 2.22±0.06 2.01±0.15 3.55±0.14* 2.33±0.25# 2.51±0.09# Gordura abdominal 3.51±0.07 3.56±0.09 3.43±0.20 5.75±0.21* 3.79±0.31 4.43±0.19*# Peso úmido de órgãos de ratos alimentados com dieta controle e ocidentalizada tratados com água (GCwa e GOwa), solução hidroalcoolica (GCalc e GCalc) ou vinho (GCOwi e GOwi). Resultados estão apresentados em médias e desvio padrão da média e significância obtida por ANOVA one ways seguido do pós-teste de Benferoni (p<0.05). *vs grupo controle correspondente; #vs intragrupo controle; δvs GOalc. 



58   O uso da dieta ocidentalizada aumentou a quantidade de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARs) no tecido hepático em comparação com os grupos alimentados com dieta controle (figura 21A). Porém, o uso do vinho pelo grupo ocidentalizado GOwi reduziu significativamente essas espécies reativas ao mostrar diferenças não apenas em relação ao seu par controle GOwa e o GOalc, mas também aos demais grupos alimentados com dieta controle (Figura 21A). O teor de sulfidrilas (tiois) mostrou significantes diferenças inter e intragrupo, visto que os grupos suplementados com vinho demonstraram relevante incremento dessas moléculas antioxidantes (Figura 21B).  As atividades das enzimas antioxidantes, catalase (Figura 21C) e superóxido dismutase (Figura 21D) mostraram resultados distintos. A catalase mostra-se elevada no grupo GOalc comparado com seu par (GCalc) e com seus pares intragrupo (GOwa e GOwi). O uso do vinho reduziu sua atividade nos animais alimentados com dieta comercial comparado ao seu par GCwa, mas não alterou no GOwi comparado ao seu par GOwa (21C). Enquanto a SOD demonstrou reduzida atividade no grupo GOwi comparado aos pares intragrupo (GOalc e GOwa) e ao seu par controle (GCwi). Nenhuma diferença foi observada na atividade da SOD nos grupos alimentados com dieta controle (21D).  



59   Figura 21. Espécies reativas ao ácido Tiobarbiturico (TBARS) equivalentes ao Malonaldeido (MDA) (A), Grupos sulfidrilas em proteínas (tiois) (B), atividade enzimática da catalase (CAT) (C) e do superóxido dismutase (SOD) (D). Grupos: controle com água (GCwa, n=10), controle com solução hidroalcoolica (GCalc, n=10) e controle com vinho tinto (GCwi, n=11); ocidentalizada com água (GOwa, n=10), ocidentalizada com álcool (GOalc, n=11) ocidentalizada com vinho tinto (GOwi, n=11). Teste two way RM ANOVA seguido do pós-teste de Bonferroni. *p<0,05. *vs grupo controle correspondente; #vs intragrupo controle; δvs GOalc.  



60  7. DISCUSSÃO  7.1. Parte 1 - caracterização dos vinhos das cultivares  Syrah e Cabernet Sauvignon  do Vale do São Francisco A caracterização dos vinhos das cultivares Syrah e Cabernet Sauvignon das safras de 2011, 2013 e 2014 do Vale do São Francisco mostrou grande variação nos parâmetros avaliados (fenólicos totais, antocianinas e atividade antioxidante). Igualmente, a avaliação da capacidade antioxidante in vitro apresentou diferenças significativas entre as safras estudadas. Porém, os valores obtidos apresentam melhores resultados quando comparado com outros estudos. Pelos resultados exibidos quanto ao índice de polifenóis totais, teor de antocianinas e a atividade sequestrante de radicais livres possibilitaram selecionar a variedade Cabernet Sauvignon da safra de 2014 para os estudos in vivo. Esta variedade reuniu maior número de aspectos favoráveis à realização do ensaio in vivo. Os valores para a tonalidade dos vinhos em nosso estudo apresentam similaridade aos observados em vinhos europeus de Cabernet Sauvignon da região da Eslováquia (BAJCAN et al., 2016). Porém, o índice de cor mostra uma variação média de 8,08 a 14,03 nos vinhos Syrah e 10,64 a 15,03 nos vinhos Cabernet Sauvignon neste estudo, mostrando ser superiores aos encontrados nos estudos de MANTOVANI et al. (2010) que encontrou índice de cor variando em torno de 10,4. Por outro lado, SILVA et al., (2015) encontrou valores mais elevados na tonalidade da cor com 11% nos vinhos Syrah e 9% nos vinhos do Cabernet Sauvignon provenientes de vários países do Hemisfério Sul (Vale do São Francisco Brasil, Rio Grande do sul, Chile, Austrália e África do Sul). Entretanto, estudo realizado por ARENHART e FOGAÇA (2015) com vinhos de mesa tintos secos produzidos na região central do Rio Grande do Sul não apresentaram diferenças na intensidade de cor.  A diversidade de resultados entre os estudos pode ser devido à grande variação entre as amostras, uma vez que são bastante heterogêneos em relação ao tipo de uva, cultivar e cultura (ARENHART e FOGAÇA, 2015). No entanto, a cor é uma das principais qualidades sensoriais do vinho tinto, com grande importância, pois é o primeiro elemento de apreciação observado pelo consumidor, sendo uma 



61  característica geralmente associada às propriedades benéficas para a saúde. Além disso, a intensidade da cor pode fornecer informações sobre possíveis defeitos ou qualidades de um vinho (ARENHART e FOGAÇA, 2015). A variação dos percentuais de amarelo de 36,6% a 43,5%, vermelho de 43,7 a  50,9% e azul de 12 a 13% nas diferentes cultivares e colheitas analisadas mostra semelhanças em relação aos achados nos estudos de MANTOVANI et al. (2010) que descobriram que o percentual de amarelo variou em torno de 41,3% e o vermelho em 48,6%, entretanto, a porcentagem de azul mostrou-se inferior ao presente estudo, em torno de 10,6%. Nossos resultados indicam que os vinhos Syrah e Cabernet Sauvignon do Vale do São Francisco das safras estudadas apresentam uma absorvância máxima a 520nm. Este achado responde a hipótese de que o espectro de vinhos vermelhos jovens exibe um máximo de absorção mais ou menos estreito em 520 nm devido a antocianinas e suas combinações na forma de íon de flavilium que diminui com o envelhecimento aumentando a sua absorvância aos 420nm (GLORIES, 1984 b).  A cor varia em consonância com as estruturas químicas e as condições físico-químicas do vinho, podendo variar de rosa a azul com o aumento de grupos hidroxilo. O efeito inverso é observado quando os grupos hidroxilo são substituídos por grupos metoxi (GLORIES, 1984 b). Nos vinhos, a cor também está relacionada às técnicas de vinificação e às numerosas reações que ocorrem durante a sua armazenagem. No caso particular dos vinhos tintos, a cor varia constantemente durante a vinificação e armazenamento, com conseqüentes mudanças organolépticas. Estas modificações ocorrem devido à reatividade dos compostos fenólicos do vinho (ARENHART e FOGAÇA, 2015). Os compostos fenólicos desempenham um papel fundamental na determinação da qualidade do vinho (ŽIVKOVIĆ, et al., 2016). No entanto, essas diferenças são influenciadas pelo tipo de uva, condições de crescimento e vários fatores relacionados ao processamento (OLIVEIRA et al., 2012). Em relação ao teor de fenólicos totais expressos em equivalentes ao ácido gálico as diferenças significativas observadas em nisso estudo entre os vinhos Syrah de 2013 e Cabernet Sauvignon de vinhos 2011 e 2014 corrobora com os estudos da SILVA 



62  (2015). Esse autor encontrou diferenças significativas no conteúdo de polifenóis nos vinhos Cabernet Sauvignon e Syrah do Vale do São Francisco. Porém, os valores dos fenólicos equivalentes ao ácido gálico encontrados em nosso estudo são inferiores aos encontrados no estudo com vinhos tintos italianos da safra de 2015 por DI LORENZO et al. (2016), que apresentaram conteúdo total de polifenóis em torno de 180 nos vinhos de 13 clones da casta de Autoctone Prokupac, que tinha um teor de polifenóis equivalente ao ácido gálico variando de 114 mg/L-1 a 330 mg/L-1, mas semelhante aos achados de ŽIVKOVIĆ, et al. (2016), que observaram diferenças significativas (p <0,001) entre diferentes cultivares de vinhos. A proporção de diferentes polifenóis nos vinhos pode variar de acordo com o tipo de conteúdo fenólico total e processos de vinificação. Esses fatores, quando combinados com antocianinas, proantocianidina e conteúdo de taninos determinam a qualidade do vinho. A quantidade e composição de polifenóis também dependem das carateristicas genéticas da uva, fatores ambientais e culturais, bem como a morfologia da uva (ŽIVKOVIĆ, et al., 2016). Por outro lado, os compostos fenólicos podem ser influenciados pelo teor alcoólico do vinho, uma vez que o aumento do etanol durante a fermentação alcoólica resulta na desnaturação progressiva dos pigmentos devido à ruptura das pontes de hidrogênio entre os compostos fenólicos, transformando-os em substâncias incoloras (CASTILLES e BIANCHI, 2012). Em um estudo prévio de BAJČAN et al. (2016) com vinhos da cultivar Cabernet Sauvignon de diferentes áreas da Eslováquia, os níveis de antocianina variaram de 68,6 mg/L-1 a 430,7 mg/L-1. No entanto, ARENHART e FOGAÇA, (2015) encontraram níveis médios de antocianina de 299,4 mg/L-1. Em outro estudo realizado em vinhos italianos de nove cultivares, os valores de antocianinas variaram de 18 a 687 mg/L-1 (CASSINO et al., (2016). Mas, SILVA (2015) encontrou vinhos de diferentes países das antocianinas do hemisfério sul que variam de 101,96 a 230,51 mg/L-1 para a cultivar Syrah e 108,48 a 279,58 mg/L-1 para a cultivar Cabernet Sauvignon, que são inferiores aos achados neste estudo para as mesmas cultivares.  As antocianinas constituem a maior porcentagem de compostos fenólicos em  vinhos tintos e contribuem para os atributos sensoriais e a coloração do vinho (ABE et al., 2007). Embora seja provável que as quantidades de antocianinas 



63  monoméricas não sejam responsáveis pelo alto conteúdo fenólico das amostras do Vale do São Francisco (LUCENA et al., 2010). Várias propriedades benéficas foram atribuídas a antocianinas (flavonóides alimentares), incluindo efeitos antioxidantes. Os taninos condensados são os principais compostos fenólicos do vinho tinto. Os taninos desempenham um papel importante na adstringência e também contribuem para a sensação de amargura (VILELA et al., 2016). No entanto, a sua quantidade nos vinhos está relacionada com a forma de extração no processo de vinificação (ARENHART e FOGAÇA, 2015). Por outro lado, os taninos são caracterizados como compostos fenólicos de alto peso molecular podem precipitar proteínas incluindo proteínas salivares da cavidade oral. Essas propriedades são fundamentais para explicar o papel dos taninos na proteção do corpo contra doenças (BERNARDES et al., 2011).  Os taninos, bem como outros compostos fenólicos são importantes para a qualidade do vinho, quantidades e qualidades extraíveis, dependem de uma série de fatores que interferem positivamente ou negativamente (condições climáticas, composição do solo, fatores genéticos inerentes à uva, tratamento cultural e estágio de maturação) (ARENHART e FOGAÇA, 2015). De acordo com VILELA et al., (2016), os taninos são extraídos no início da maceração e durante a fermentação alcoólica quando há formação de etanol que os solubiliza. Em relação ao perfil fenólico dos vinhos analisados em nosso estudo, o ácido gálico apresentou valores médios mais baixos do que os vinhos da Turquia estudados por ANLI e VURAL (2009), variando de 40,8 a 70 mg/L-1 e superiores aos valores médios de Catequina variando de 19,3 a 3,9 mg/L-1. No entanto, o ácido gálico tem propriedades benéficas para a saúde, incluindo efeitos antioxidantes, neuroprotetores e antimicrobianos (VILELA et al., 2016) e a Catequina é o flavanol mais importante que pode ser encontrado em cascas e sementes de uva, representando 60% dos fenólicos responsáveis pela adstringência e estrutura de vinhos (MARKOSKI et al., 2016). Os valores de concentração do Resveratrol encontrados em nosso estudo são mais altos do que os encontrados por SILVA et al. (2015), que variou de 0,00 a 0,32 mg/L-1 em vinhos Cabernet Sauvignon e 0,00 a 0,29 em vinhos Syrah. No entanto, o 



64  resveratrol por hidrólise enzimática de seus glicósidos pode levar a estruturas livres de trans e cis-resveratrol, cuja concentração depende da variedade de uva, possível contaminação por fungos e condições climáticas, o que condiciona sua variação (MENG et al., 2012). Por outro lado, estudos demonstraram que o processo de vinificação é o fator responsável pelos altos níveis de resveratrol nos vinhos tintos, em comparação com os vinhos brancos (MACHADO e GUEDES, 2015). Embora o resveratrol seja o principal componente funcional dos vinhos tintos, sua concentração é baixa em relação a outros compostos fenólicos. Entretanto, os valores médios de ácidos vânllico e sirigico achados neste estudo foram superiores aos de SILVA et al. (2015) de 5,89 mg /L-1, 3,89 mg /L-1 e 2,42 mg/L-1 em vinhos africanos, Rio Grande do Sul e Australianos, respectivamente.  As diferenças significativas (p <0,05) na atividade antioxidante dos vinhos Syrah das safras de 2013 e 2014 neste estudo, contradizem os achados de BAJČAN et al. (2016) para a determinação da atividade antioxidante que não apresentaram diferenças significativas. No entanto, GRANATO et al. (2011) enfatiza que a eficácia dos antioxidantes depende da energia necessária para proporcionar dissociações entre oxigênio e hidrogênio fenólico, pH, potencial de redução, solubilidade, estrutura e localização de radiação antioxidante (grupo - OH). Por outro lado, solventes, conservantes e aditivos alcoólicos excessivos podem influenciar a quantificação de compostos fenólicos e atividade antioxidante conforme demonstrado por SILVA et al. (2008) e RUBERTO et al. (2007). No estudo de SILVA (2015) sobre a análise dos vinhos tintos da cultivar Cabernet Sauvignon e Syrah, produzidos em diferentes países do Hemisfério Sul (Brasil - Vale do São Francisco) e Rio Grande do Sul, Chile, Austrália e África do Sul da safra de 2012 observou variações da atividade antioxidante entre 96,8% e 97,47%. Estes valores são superiores aos valores médios encontrados em nosso estudo. No entanto, nossos resultados são superiores aos encontrados em amostras de vinhos de Cabernet Sauvignon de várias áreas da Eslováquia que tiveram atividade de seqüestro de radicais livres variando de 69,0% a 84,2%. (BAJČAN et al., 2016). A capacidade antioxidante dos vinhos tintos turcos em relação aos vinhos da Espanha, Portugal e Califórnia mostrou maior atividade antioxidante entre 18,1% e 



65  22,6% (ANLI e VURAL, 2009). Estudos realizados no Brasil, Argentina e Chile mostraram, respectivamente, atividade antioxidante de 66,44%, 67,71% e 55,25% (GRANATO ET AL., 2011), mostrando uma grande semelhança com os resultados encontrados em neste estudo. Outras regiões do mundo mostraram atividade antioxidante em torno de 71,30 a 83,53% para vinhos da região dos Balcãs (RADOVANOVIĆ et al., 2010) e 54,6 a 82,6% para os vinhos tintos da Croácia (KATALINIĆ et al, 2004). Portanto, os resultados desses estudos permitem considerar que os vinhos analisados neste estudo possuem boa atividade antioxidante ou seqüestro de radicais livres. As correlações avaliadas em nosso estudo revelam que as semelhanças entre o índice de cores (CI), o teor total de polifenóis (IPT) e o conteúdo total de polifenóis equivalentes ao ácido gálico estão de acordo com os resultados obtidos pelo SILVA, (2015). No entanto, ARENHART et al. (2014) encontraram uma correlação positiva entre a capacidade antioxidante e o teor total de fenólicos (r2> 0,5) em vinhos de mesa tintos secos produzidos na região do Rio Grande do Sul. Da mesma forma, GALLICE et al. (2011) demonstraram a existência de uma forte correlação (r2 = 0,99) entre a atividade antioxidante e polifenóis totais em amostras de vinho tinto de Curitiba, Garibaldi e Campo Largo. De acordo com ŽIVKOVIĆ, et al. (2016), entre os fatores externos que podem intervir na baixa extrabilidade dos compostos estão as antocianinas presentes nas células da casca de uva, na forma livre dentro das vacúolas, que podem ser diluídas pela seiva acidentalmente liberada na baga, fazendo com que seu conteúdo seja detectado em pequena escala durante a análise. Isso pode explicar em parte a baixa correlação encontrada nos resultados deste estudo entre a capacidade antioxidante, teor de antocianina e cor (ŽIVKOVIĆ, et al., 2016). Este estudo resultou em uma publicação na revista Journal of Food and Nutrition Research com qualis da área de nutrição B2, fator de Impacto 1.950, disponível online no site http://www.sciepub.com/jfnr/content/5/10 sob o titulo Phenolic Composition, Chromatic Parameters and Antioxidant Activity “in vitro” in Tropical Brazilian Red Wines (apêndice 1). 



66  7.2. Parte 2 – estudos “in vivo”  No estudo “in vivo”, os animais foram alimentados com dieta ocidentalizada durante 05 meses (dos 45 aos 200 dias de vida) para indução ao excesso de peso, hiperglicemia, dislipidemia e estresse oxidativo. O acompanhamento do estudo revelou que a dieta ocidentalizada causou excessivo ganho de peso, acumulo de gordura abdominal, dislipidemia, hiperglicemia, intolerância à glicose e estresse oxidativo.  No entanto, a administração por gavagem de vinho tinto em cerca de 0,7mL/100g de rato diário reverteu alterações fisiológicas e metabólicas adversas. A dieta ocidentalizada usada no estudo foi adaptada de estudos prévios do grupo de pesquisa (CARVALHO, 2013; CAVALCANTE et al, 2013) e mimetiza percentuais de macronutrientes utilizados por indivíduos que ingerem uma dieta de hábitos ocidentais em que é frequente o elevado teor de sódio, açúcar, gordura e alimentos processados ou ultraprocessados (ROSINI et al., 2012) comumente encontrado em refeições tipo “fast-food”. A dieta ocidentalizada ofertada foi alternada por dois dias com dieta comercial com o objetivo de evitar a habituação dietética. O consumo descontínuo da dieta causou diferença de peso a partir da 2ª semana do estudo e se manteve até a 20ª semana onde se iniciou a intervenção por gavagem. A diferença de peso observada no grupo ocidentalizado comparado ao controle neste estudo está em torno de 14% a 15%.  Similar ao resultado do presente estudo, o uso de dieta hiperlipídica desde o primeiro mês de vida causou significante aumento de peso corporal (p <0, 001), mantendo a diferença até o final de quatro meses de estudo (AUBERVAL et al., 2016). Igualmente, um aumento de 15% no peso corporal também foi encontrado em ratos alimentados durante 24 semanas com dieta elevada em gordura saturada (FORBES et al., 2013) e em mais de 40% em camundongos alimentados com dieta contendo 60% de lipídos (ROSENZWEIG et al., 2017).  O acúmulo de peso corporal pode ser decorrente do efeito dos componentes nutricionais sobre o metabolismo celular modificando a expressão gênica e de componentes que regulam o gasto energético (JACOB et al., 2012; FORBES et al, 2013). No entanto, a alta concentração de lipídeos por si só na dieta (60%) parece 



67  não ser suficiente para assegurar um ganho de peso excessivo de forma unanime nos estudos.  Neste estudo, a ingestão de alimento foi reduzida, mas a quantidade de energia consumida mostrou-se cerca de 15% mais elevada (oriunda de um combinado aumento de gordura, açúcares e sódio). Este conjunto de práticas propiciou mesmo com redução da ingestão, um aumento consistente no peso corporal dos animais do grupo GO e relevantes alterações metabólicas.  As consequências sobre a ingestão de alimentos por animais submetidos a dietas elevadas em lipídeos ou carboidratos mostram controvérsias. Alguns estudos advogam aumento de ingestão, outros redução, e outros, não sabem, pois não controlam a quantidade de alimento ingerido. MARTINS et al., (2015) demonstraram em ratos alimentados com dieta ocidentalizada, redução da ingestão com elevado coeficiente de eficiência alimentar. A proporção de lipídeos dietéticos ou a densidade energética exercida pelos nutrientes parece ser um fator preponderante no controle da quantidade de alimento ingerido (MARTINS et al., 2015). A redução da ingestão alimentar encontrada neste estudo corrobora diversos estudos prévios (DE ABREU et al., 2012; CORREIA-SANTOS, 2012, JACOB et al., 2013; DE ANDRADE et al., 2015; ROSENZWEIG et al., 2017). Dentre os mecanismos possíveis associados a esta redução, pode-se citar a ocorrência de uma adaptação dos animais com possíveis alterações sensoriais e de saciedade (CORREIA-SANTOS, 2012).  Ainda em relação à redução da ingestão, estudo de revisão, (ANSANELLO NETTO e ANSANELLO, 2016) aponta diversos fatores envolvidos no apetite e saciedade para o controle da obesidade, entre os quais se destacam os fatores endócrinos, adipocitários, sinais intestinais e o estado psicológico (em humanos). Em associação ou isolados, esses fatores influenciam a homeostase energética, a qual é determinada pelo equilíbrio entre a ingestão alimentar e o gasto energético. Neste processo, a leptina, uma proteína de 16KDa, produzida principalmente pelo tecido adiposo subcutâneo, tem como tecido alvo o sistema nervoso central, na região hipotalâmica.  A leptina é transportada pela barreira hematoencefálica e exerce seus efeitos anorexígenos por meio do núcleo arqueado do hipotálamo onde inibe Neuropeptídeos Y e peptídeo relacionado com o gene agouti (NPY/AgRP) que são 



68  potentes orexígenos, estimulando a ingestão alimentar. Por outro lado, a leptina sinalisa a pró-ópio melanocortina e transcritos relacionados à anfetamina e cocaína (POMC/CART) com papel anoréxico resultando em redução da ingestão alimentar e aumento do gasto energético (ANSANELLO NETTO e  ANSANELLO, 2016; LANDEIRO e QUARANTINI, 2011). Assim, o controle das reservas energéticas pode ser exercido. Quando o armazenamento de gordura está baixo, a redução da concentração de leptina estimula a produção de NPY com aumento de apetite (LANDEIRO e QUARANTINI, 2011). Por essa via, a leptina, mantém um controle em longo prazo da adiposidade e regula mudanças metabólicas adaptativas em resposta a modificações nutricionais. Contudo, o aumento de tecido adiposo promove aumento da leptina circulante e, em longo prazo, parece alterar a interação com os receptores de leptina causando tanto uma resistência à sua ação, como redução do gasto energético e da hiperfagia (HIGUCHI et al., 2012). Segundo estudo de revisão sobre as repercussões no organismo a partir do uso de dietas hiperlipidicas/hipercalóricas observa-se além do aumento de peso corporal, o desenvolvimento de diversas patologias associadas, a exemplo da resistência à insulina, o aparecimento de diabetes mellitus, da hipercolesterolemia e da hipertensão arterial. (ROSINI et al., 2012; JACOB Eet al, 2012). No presente estudo foi observado hiperglicemia, intolerância à glicose e aumento da área sob a curva glicêmica e hipertrigliceridemia dos animais alimentados com dieta ocidentalizada.  Apesar da não realização do teste de tolerância à insulina, se observa que a curva definida no teste de tolerância à glicose demonstra prováveis ocorrências de resistência à ação da insulina. Esta afirmação decorre da observação que aos 30 minutos os grupos não diferiram nos valores de glicemia, o que nos sugere inferir que a secreção da insulina não se encontra alterada e a diferença média dos valores glicêmicos entre os grupos ocidentalizados (GO) e Controle (GC) situou-se em torno de 20%. A assimilação da glicose sanguínea pelos tecidos insulino dependentes demonstra comprometimento devido ao não retorno glicêmico do grupo ocidentalizado aos valores basais em até 2h após a sobrecarga de glicose. O aumento da área sob a curva glicêmica e a redução da sensibilidade à insulina foi observado em estudos prévios com dietas hiperlipídicas/hipercalórica (FORBES et al., 2013) ou isocalórica (JACOB  et al., 2012). MARTINS et al., (2015) encontrou 



69  alterada tolerância à glicose em animais alimentados com dieta hiperlipidica, mas sem alteração da área sob a curva glicêmica. O uso de dietas hiperlipidicas causa alteração na fosforilação da proteína serina/treonina quinase (AKT) no fígado que mesmo independente da atividade de outras moléculas sinalizadoras como o inibidor proteína quinase K-β (IKK-β), relacionado a propagação da inflamação e a quinase c-Jun-N-terminal (JNK), com papel relevante sobre o estresse e ao desenvolvimento do diabetes (JACOB P et al, 2012) pode favorecer a instalação de um quadro de resistência a ação da insulina característico de indivíduos com diabetes tipo 2. Um dos possíveis mecanismos que levam à intolerância a glicose é a prejudicada interação da insulina com receptores celulares. A razão entre AKT fosforilada e AKT constitui um importante biomarcador da prejudicada sensibilidade à insulina. Esta razão mostrou-se reduzida no músculo gastrocnêmio de ratos alimentados com dieta hiperlipidica derivada de gordura animal (FORBES et al., 2013). A principal ação da insulina no organismo é a redução do nível de glicose sanguíneo, sendo considerado um hormônio hipoglicemiante (GEIJSELAERS et al., 2014).  Outro fator importante no processo de resitência à ação da insulina é o excesso de ácidos graxos livres (AGL) que aumentam sua liberação a partir da hidrólise do tecido adiposo principalmente o visceral (EBBERT e JENSEN, 2013). Os AGL circulantes ativam proteínas de membrana plasmática denominados TLR-4 (toll like receptors 4) desencadeando a ativação de vias inflamatórias que vão interferir na captação de glicose pela sinalização da insulina (FREITAS et al., 2014).  No fígado e musculo esquelético a IKK-β e JNK juntas prejudicam a sinalização da insulina pela fosforilação do substrato receptor de insulina (IRS) no resíduo de serina reduzindo a ativação da AKT e consequentemente, a captação da glicose, contribuindo para a intolerância à glicose e resistência a insulina (GAO et al., 2001). Sugerimos que estes mecanismos podem ter acontecido visto o excesso de peso e provavelmente de tecido adiposo encontrado nos animais alimentados com dieta ocidentalizada.  No período de intervenção, os grupos foram randomicamente subdividos além da intervenção dietética, pela suplementação com água, solução hidroalcóolica ou 



70  vinho. O efeito do uso moderado de vinho como protetor aos episódios de doença cardiovascular tem mostrado controvérsias na literatura, incluindo dúvidas acerca do efeito do etanol por si só e do efeito dos polifenóis presentes no vinho. Os resultados deste estudo evidenciam que a ingestão crônica de vinho mostrou efeitos benéficos mais acentuados que o uso de bebida alcóolica apenas, mesmo com os animais continuando a ingerir uma dieta desequilibrada. Os benéficos efeitos observados nos animais com o uso de vinho se destacam em todos os testes que se mostraram desfavoráveis ao uso da dieta ocidentalizada (teste de tolerância à glicose, hiperglicemia e hipertrigliceridemia e o estresse oxidativo).  Após a caracterização de polifenóis, e o resultado da atividade antioxidante in vitro do vinho (MUCACA et al., 2017), selecionou-se a cultivar e safra de melhor atividade e esta foi corroborada no estudo in vivo. Os polifenóis do vinho são conhecidos por exercerem um efeito antioxidante, enquanto a bebida alcoolica (etanol) é conhecida por induzir um estado de estresse oxidativo (MARKOSKI et al, 2016). O estresse oxidativo ocorre quando espécies reativas de oxigênio estão elevadas, e, os mecanismos antioxidantes intra e extracelulares estão reduzidos. O desequilíbrio entre sistemas oxidantes e antioxidantes resulta em algumas doenças crônicas e uma das maneiras de prevenir esses danos promovidos pelo estresse oxidativo seria a suplementação com compostos antioxidantes a exemplo dos polifenois do vinho (FERRAZIN e GUEDES, 2015). Porém, ainda há questionamentos acerca do efeito oposto entre polifenóis e álcool (etanol). A proteção cardiovascular exercida com o consumo moderado de vinho em detrimento de outras bebidas alcóolicas já foi relatada em estudos anteriores (STOCKER e O'HALLORAN, 2004 e BIASI et al., 2014). No entanto, parte deste efeito foi atribuído ao componente álcool do vinho comparado ao efeito do álcool sozinho em estudo investigando a aterosclerose em animais (STOCKER e O'HALLORAN, 2004). Neste caso, ensaios com a ingestão de vinho sem álcool ou com uso de suco de uva ou ainda, de subprodutos ou resíduos da uva poderiam esclarecer esta dúvida. Em humanos, a maioria dos ensaios relatam que o consumo "moderado" de álcool correspondente a cerca de 15 g/dia para mulheres e 30 g/dia para homens, correspondente de 1 a 3 copos por dia de vinho com teor alcóolico entre 12% a 14% pode proporcionar efeitos benéficos a saúde (BIASI et al., 2014).  



71  A associação entre ingestão de dieta hiperlipídica (PUNITHAVATHI et al., 2011) ou de açúcares simples como fructose (HERNANDEZ-SALINAS et al., 2015) e aumento dos níveis de glicose no sangue já foi previamente relatado. Neste estudo, a dieta ocidentalizada não apenas tem maior teor de lipídios, como também de sódio e açúcar simples, provocando tanto alterações glicêmicas quanto lipêmicas. Alguns autores advogam que este aumento pode ser evitado pela suplementação com polifenois dietéticos, independentemente dos indicadores clínicos associados tais como a hipertrigliceridemia e concentrações reduzidas de HDL colesterol, e intolerância à glicose. (HERNANDEZ-SALINAS et al.,2015 e MARTINS et al, 2015).  Os efeitos do uso de vinho sobre a redução da glicemia ou melhora da tolerância à glicose foram observados anteriormente em camundongos alimentados com dieta hiperlipídica (ROSENZWEIG et al., 2017), e atribuiu-se esta melhora a um efeito dose dependente (ANYAKUDO e OLANUBI, 2016). No presente estudo, a suplementação com solução hidroalcóolica mostrou efeitos menos pronunciados sobre a tolerância á glicose se assemelhando a estudeos anteriores (MARTINS et. al., 2015; ROSENZWEIG et al., 2017). No entanto, apesar das controvérsias, há relatos que o consumo de etanol em bebidas de baixa concentração de álcool pode proteger pacientes diabéticos contra doenças correlatas e redução do risco de eventos coronários (BIASI et al., 2014). A redução da glicemia basal, bem como, uma melhor resposta a uma carga glicêmica encontrada neste estudo, pode ser explicado pelo efeito intracelular dos polifenóis. Os polifenóis podem atuar na regulação da expressão gênica, de enzimas e alguns sinalizadores de processos inflamatórios. A capacidade dos polifenóis, a exemplo do resveratrol e da quercetina presentes nos vinhos em inibir a fosforilação e a degradação dos inibidores da quinase induzida pelo fator tumoral nuclear (TNF-α) foi demonstrado em estudos anteriores (BASTOS  et al., 2009; SÉFORA-SOUSA e DE ANGELIS-PEREIRA, 2013 e LIU et al., 2014). Esta capacidade indica que esses compostos bioativos também atuam em etapas que precedem a fosforilação do IKB-α. Além disso, parecem capazes de inibir a ativação do fator de transcrição da apoproteína AP-1, frequentemente associada à resistência periférica à ação da insulina (BASTOS  et al., 2009). Em ensaios in vitro, alguns destes compostos fenólicos efetivamente inibem a ativação da JNK em células estimuladas por TNF-α, agente inflamatório que causa resistência à insulina 



72  por inibir a fosforilação da tirosina presente no substrato-1 do receptor de insulina (IRS-1) (LIU et al., 2014). Esse fato revela que os polifenois da dieta atuam como supressores de vias de sinalização da AP-1 e do NF-κB, ativadores de genes que codificam proteínas envolvidas na resposta inflamatória (SÉFORA-SOUSA e DE ANGELIS-PEREIRA, 2013) que pode resultar em prejuízo a ação da insulina em tecidos insulino-dependentes.  Durante o período de gavagem com vinho ou solução hidroalcoolica, a ingestão alimentar não foi modificada nos grupos alimentados com dieta controle. Mas, nos grupos alimentados com DO e suplementados com etanol (seja de solução hidroalcóolica ou vinho) houve diminuição da ingestão quando comparados com o GOwa. Hipotetizamos que os grupos GOalc e GOwi podem terem tido redução de peso devido a diminuição da ingestão alimentar. Esses grupos mostraram respectivamente redução de 20 e 15% do peso corporal comparado ao GOwa. Este resultado está de acordo com estudos prévios que constataram redução de peso em ratos diabéticos tratados com vinho tinto (ANYAKUDO e EKISOLA, 2016; ANYAKUDO e OLANUBI, 2016) e alimentados com dieta hiperlipídica (ROSENZWEIG et al., 2017). Por outro lado, em contraste ao resultado deste estudo, que não observou nem aumento nem redução de peso do grupo alimentado com dieta comercial, BRITO-FILHO et al., (2016) observaram aumento de peso em camundongos alimentados com dieta padrão e tratados com vinho ou com etanol. Quando avaliamos a ingestão entre os grupos alimentados com dieta ocidentalizada e seus pares alimentados com dieta controle, houve redução dos grupos com dieta ocidentalizada, mas, energeticamente o valor foi maior para GOwa comparado ao GCwa e igual para os GOalc e GOwi comparados aos seus pares alimentados com dieta controle . A redução da ingestão de alimentos é esperada em animais visto que cada grama de álcool metabolizado fornece em torno de 7,1kcal. O consumo crônico de álcool pode levar a um estado recorrente de redução de consumo alimentar, do aporte de nutrientes e instalação de um quadro de desnutrição (SILVA et al., 2011). No entanto, a redução alimentar não é observada em todos os estudos e há estudos que hipotetizam que o controle do peso corporal, a partir da ingestão de polifenóis do vinho, podem atuar na regulação do peso através de mecanismos anti-obesidade que envolve a regulação da B-oxidação de ácidos graxos, bem como aumento do gasto energético (RUPASINGHE et al., 2016). 



73  Além da contribuição energética do etanol, o controle da ingestão alimentar se relaciona ao controle da expressão de neuropeptideos orexígenos e anorexígenos, bem como hormônios como a insulina e leptina, e peptídeos como a serotonina e diversos outros moduladores do apetite, impactando nas vias de saciação e saciedade. Os mecanismos de regulação da saciedade remetem a possibilidade dos polifenois do vinho tinto ou do álcool per si interferir nos hormônios que atuam no núcleo arqueado (neuropeptídio Y ou recetores da serotinina 5-HT1 e 5-HT2) produzindo efeitos de saciedade e/ou apetite (FEIJÓ et al., 2011; SILVA et al., 2011; COOPER, 2014 e MAGNO et al., 2014).  Em relação a isso, estudo de revisão de FEIJÓ  et al., (2011) aponta a serotonina (5-HT) através da ação dos receptores 5-HT1B como modulador na liberação endógena de agonistas e antagonistas dos receptores da melanocortina, componentes principais do circuito de controle da homeostase do peso corporal. Estes mecanismos podem ter ocorrido em nossos animais contribuindo para a redução da ingestão observada nos grupos alimentados com dieta ocidentalizada. Os parâmetros bioquímicos referentes à glicemia e lipemia também se mostraram bastante responsivos a suplementação com vinho. Recente estudo mostrou que ingestão moderada de vinho tinto reduziu os triglicerídeos e as concentrações de lipoproteínas de baixa densidade (LDL-c) com aumento simultâneo em nível de lipoproteína de alta densidade (HDL-c) (ANYAKUDO e OLANUBI, 2016) culminando com significativa redução de marcadores de risco cardíaco (SOARES FILHO, 2011).  Diferente de alguns estudos, como o de GALAN et al., (2014) nossas taxas de HDL-c não foram aumentadas pela ingestão de vinho ou de solução hidroalcoolica. No entanto, chamamos atenção para a relação TG/HDL-c, que sinaliza redução do risco cardiovascular, e que não se mostrou alterada em nossos grupos. Apesar desta razão inalterada, ressalta-se neste estudo o aumento de triglicerídeos nos grupos alimentados com dieta ocidentalizada e no grupo com dieta controle suplementado com solução hidroalcoolica. Em relação a isso, a Diretriz Brasileira de Dislipidemias e Prevenção da Aterosclerose (2017) adverte sobre a divergência no impacto da ingestão de etanol nos triglicerídeos em situações de consumo moderado (até 30g/dia). A combinação de um consumo excessivo de etanol e ácidos graxos saturados potencializa a elevação da trigliceridemia substanciada pelo efeito do 



74  etanol sobre a inibição da lipase das lipoproteínas com consequente redução na hidrólise de quilomícrons justificando a lipemia induzida pelo etanol. Além disso, o produto da metabolização do álcool é a Acetilcoenzima A (acetil-CoA), principal precursora da síntese de ácidos graxos (Arquivo Brasileiro de Cardiologia, 2017).  Entretanto, estudos em animais mostram resultados distintos acerca dos níveis lipêmicos. Mas, em humanos a ingestão de vinho sem ingestão de outras bebidas alcóolicas modificou o perfil inflamatório causado por dietas riicas em gorduras (TORRES et al., 2015, CHIVA-BLANCH et al., 2013, ANYAKUDO e OLANUBI, 2016 e KNOTT et al., 2014). Resultados prévios acerca do consumo de vinho e etanol não oriundo de vinho permitem deduzir que o consumo moderado de vinho tinto diariamente como parte de uma deita saudável, melhora a taxa de mortalidade cardiovascular e que o consumo excessivo de álcool mostra-se associado ao aumento dos níveis de colesterol (ANYAKUDO e OLANUBI, 2016; GEPNER et al., 2015 e MARKOSKI et al, 2016). Conjectura-se também que os polifenois dos vinhos tintos tenham efeitos preventivos sobre a síndrome metabólica. Estes atuariam atravez da redução do processo de formação de radicais livres, protegendo o α-tocoferol da LDL-c ou regenerando o α-tocoferol da LDL-c oxidada e sequestrando metais que induzem à oxidação. Os polifenois agem sinergeticamente inibindo a agregação de plaquetas e reduzem de forma relevante o desenvolvimento da arterosclerose. Alguns polifenóis, a exemplo do resveratrol, associados à parte lipídica das LDL-c, inibem a agregação de plaquetas, e outros eventos associados ao risco de câncer, doenças vasculares, infecção viral e processos neurodegenerativos (FERRAZIN e GUEDES, 2015). Quanto ao efeito do álcool e vinho tinto sobre o peso dos órgãos, o menor peso relativo do fígado e menor peso do estômago no grupo GOwi quando comparado ao GCwi e o GOwa contrasta com estudo prévio de AUBERVAL et al., (2016) que não detectaram em ratos alimentados com dieta hiperlipídica alteração nos pesos do fígado. Do mesmo modo, AUBERVAL et al., (2016) constataram que a administração de vinho tinto em pó não teve impacto no peso bruto do fígado, em comparação com aqueles de ratos alimentados com dieta hiperlipídica apenas no mesmo período (respectivamente, 2,10 ± 0,27 g / L; 1490,00 ± 209,74 pmol / L, 2,70 ± 0,46 mmol / L e 3,42 ± 0,08% do peso corporal total).  



75  Os resultados obtidos neste estudo também demonstraram evidente acúmulo de tecido adiposo na região abdominal dos ratos alimentados com dieta ocidentalizada. A suplementação com solução hidroalcoolica e com vinho reduziu o depósito de gordura nos grupos ocidentalizados, mas não alterou nos grupos alimentados com dieta comercial. A redução da adiposidade visceral em camundongos também foi observada por LEONETTI et al., (2017) ao suplementar ratos com polifenóis da uva. Flavonoides como quercetina e as antocianinas (ambos com 0,01 mol /kg de dieta) presentes no vinho, mostraram-se efetivos em diminuírem o peso do tecido adiposo mesentérico em camundongos alimentados com dieta rica em gordura durante 12 semanas (HOEK-VAN DEN HIL et al., 2015). Os polifenóis podem exercer seus efeitos no tecido adiposo através de uma ou mais vias de sinalização e transcrição potencialmente, incluindo aquelas mediadas pelo fator nuclear de transcrição kB (NF-kB), atividade da proteína kinase (AMPK), receptor do proliferador da atividade da peroxissoma (PPARγ) e o transcritor coativador 1α (PGC-1α) (WANG et al., 2014).  A dieta ocidentalizada causou evidente grau de peroxidação lipidica determinado pelo aumento do malonaldeído a partir da quantificação de TBARs (quantidade de espécies reativas responsivas ao ácido tiobarbitúrico) no tecido hepático, que pode indicar indícios de ocorrência do estresse oxidativo. O aumento de lipídios dietéticos tem se mostrado um dos principais fatores para o acúmulo de gordura hepática, dano oxidativo, desestabilização da homeostasia no metabolismo glicídico e lipídico e aumento dos produtos finais da peroxidação lipídica (SHINAGAWA et al., 2015), a exemplo do malonaldeido (MDA), que pode reagir com proteínas provocando danos oxidativos (MARINHO et al., 2014). Igualmente, o etanol também é apontado como um dos fatores responsáveis pelo aumento do estresse oxidativo com repercussões negativas culminando diversos processos patológicos (JACOB et al.,2013). A ingestão de etanol no presente estudo foi moderada, não causando aumento de malonialdeído nos grupos hidroalcoolicos com dieta controle. Mas, no grupo alimentado com dieta ocidentalizada, o aumento foi bastante expressivo em todos os grupos e minimizado pela ingestão de vinho. Este resultado nos permite conjecturar evidente ação dos polifenóis como atividade antioxidante. Ao se avaliar a atividade de duas enzimas antioxidantes, superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) reportamos neste estudo uma elevada atividade da SOD 



76  nos grupos GOwa e GOalc e reduzida atividade no grupo GOwi. Além disso, a atividade da CAT mostra-se elevada nos grupos suplementados com etanol e reduzida em animais em ambas as dietas suplementados com vinho. A CAT é uma enzima que catalisa a degradação do peróxido de hidrogênio, portanto, sua atividade depende do produto gerado a partir da dismutação do anion superóxido. Assim, a baixa atividade da SOD pressupõe uma baixa formação de peróxido de hidrogênio o que também sugere uma atividade da CAT diminuída (PINHO et al., 2009).  Neste estudo, a ingestão de vinho junto com dieta ocidentalizada diminuiu a expressão da SOD. Contrário aos resultados obtidos neste estudo foi demonstrado anteriormente que a atividade da SOD hepática encontra-se aumentada frente à suplementação de ratos com resveratrol (CHEN et al., 2016) e que a resposta a ingestão de etanol difere entre os estudos de acordo com a dose. Contudo, baixa atividade da SOD foi encontrada em ratos alimentados com dieta ocidentalizada e suplementados com vinho tinto em pó (ZHENG et al., 2010). Uma acentuada redução da atividade da SOD pode ser devido à baixa necessidade de sua ação quando existir a disponibilidade de compostos antioxidantes, como é o caso dos polifenóis encontrados no vinho (ZHENG et al., 2010). A ação de compostos antioxidantes tanto pode agir aumentando a atividade da enzima como atuar na inibição da própria peroxidação lipídica. Sustentamos que a segunda hipótese é plausível aos resultados deste estudo, pois, o aumento dos níveis de grupos sulfidrilas mostra-se inversamente associado aos níveis de TBARs semelhante ao usado em animais utilizando vinho tinto em pó (VAZQUES-PRIETO et al., 2010). Os grupos sulfidrilas representam grupos tióis encontrados em proteínas principalmente albumina e compostos nitrogenados de baixo peso molecular como a cisteína (MARINHO et al., 2014) que reagem com espécies reativas de oxigênio. A albumina apresenta alto potencial de oxidação e a cisteína, ação mais lenta (MUSUMECI et al., 2013; MARINHO et al., 2014). Alguns tióis a exemplo da glutationa reduzida (GSH) são essenciais para reduzir o estresse oxidativo hepático (HAN et al., 2016). Ademais, já foi reportado que os flavonóis quercetina e kaempferol (5 a 50 μM) diminuíram os níveis de glutationa oxidada (GSH), peróxidos, aniões superóxido e óxido nítrico em células do fígado tratadas com uma mistura de citocinas 



77  inflamatórias (CHUANG e MCINTOSH, 2011). Por outro lado, o álcool etílico presente no vinho aumenta os níveis de paraoxonase (PON1), uma enzima que, entre outras funções, evita a oxidação do LDL-c. Em conjunto, a presença de álcool etílico e os compostos fenólicos presentes no vinho tinto (MARKOSKI et al, 2016) parece atuar beneficamente sobre os processos oxidantes do organismo. Esta afirmativa se embasa no fato de que o etanol leva ao enriquecimento do conteúdo total de polifenóis e a solubilização dos polifenóis no mosto da uva durante o processo de fermentação resultando na sua maior biodisponibilidade, absorção e utilização (BASI et al., 2014 e SOARES FILHO, et al., 2011).   



78  8. CONCLUSÃO  Os vinhos das cultivares Syrah e Cabernet Sauvingnon das safras 2011, 2013 e 2014 do Vale do São Francisco analisados no nosso estudo exibiram elevados valores de polifenóis totais e potente capacidade antioxidante in vitro, mostrando teores fenólicos e capacidade antioxidantes similares às cultivares de outros países mais tradicionais na produção de vinho.  A dieta ocidentalizada promoveu aumento de peso e de gordura abdominal, aumento de frações lipídicas, hiperglicemia e aumento do estresse oxidativo. Esses parâmetros foram responsivos ao consumo moderado de vinho e mostrararam-se deletérios quando associados à ingestão de solução hidroalcoolica, que pode atuar como um fator pró-oxidante.  Em suma, este estudo ratifica os achados prévios sobre os benefícios da ingestão moderada e crônica de vinho tinto sobre fatores de risco associados à ocorrência de doenças cardiovasculares e outras relacionadas ao estresse oxidativo. Contudo, o diferencial é que são dados obtidos de um produto cultivado no Nordeste do Brasil. No entanto, o isolamento de frações de polifenóis pode ser útil para saber exatamente qual é o componente fenólico de maior ação sobre as respostas observadas.   
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