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Resumo

As uvas hibridas sdo caracterizadas por possuirem maior resisténcia a doencas, por
produzirem frutos com melhores caracteristicas sensoriais e apresentarem maior teor de
compostos fendlicos e atividade antioxidante. O extrato de uva integral liofilizada contém
diversos compostos fendlicos que sdo capazes de inibir a acdo de proteinas associadas a
metastase e podem apresentar uma maior farmacocinética e com isso ter potencial como
nutraceutico / medicamento para tratar canceres com grande incidéncia como o de prostata.
O objetivo deste trabalho foi caracterizar e determinar a influéncia dos diferentes extratos da
uva Sweet Jubilee (SJ) nas linhagens celulares de cancer de préstata (DU145 e PC3). As
amostras foram obtidas da Fazenda Labrunier localizada em Petrolina (PE) e transportadas
sob refrigeracdo ao Nucleo de Bioquimica Nutricional da UNIRIO. Foram utilizadas solucdes
extratoras na amostra liofilizada: agua 100% (H20), metanol (MOH), metanol 50% (MOH50),
acetona 70% (A70), extracdo sequencial MOH50 e A70 (SQ) e etanol 80% (EOH80). A
determinacao da atividade antioxidante foi realizada por meio de distintos métodos (ABTS,
FRAP, DPPH e ORAC), além da determinacdo de compostos fendlicos totais (Folin
Ciocalteu). Foi obtido o perfil fitoquimico dos seis extratos oriundos de diferentes
procedimentos de extracdo (H20, MOH, MOH50, A70, SQ e EOHS80) por abordagem
metabolémica por UPLC-MSE. As linhagens em metastase DU145 (cérebro) e PC3 (0ss0)
foram cultivadas com e sem o tratamento com da uva integral liofilizada em distintas
concentracfes (10-5000 pg/mL) em meio de cultura RPMI, sendo avaliada a viabilidade
celular pelo método de MTT por 24, 48 e 72 horas. Foram ainda realizadas analises do ciclo
celular e taxa de apoptose apds 48 h de tratamento com extrato de uva (0, 1000 e 5000
png/mL). Os extratos de SJ apresentaram elevados teores de compostos fendlicos totais e alta
capacidade antioxidante in vitro. A caracterizacdo dos compostos por UPLC-MSE da SJ
identificou 4 classes incluindo flavonoides, estilbenos, acidos fendlicos e outros polifendis. Na
analise da atividade antiproliferativa, observou-se ap6s 48h uma diminuicdo média da
viabilidade celular de 47% e 49% (5000 pg/mL) nas linhagens DU145 e PC3,
respectivamente. Foi ainda identificado um aumento do percentual de células na fase Go/Gu,
com diminuicdo de células nas fases S e G2/M e maior percentual de apoptose inicial e tardia
(p<0,01) apds tratamento com extrato SJ na linhagem DU145. Conclui-se que a uva SJ
possui altos teores de compostos fendlicos, como uma ampla diversidade de compostos
bioativos, sendo identificados neste trabalho 67 compostos, abrindo perspectivas do uso
extrato de uvas atuando como quimiopreventivo ou participagdo em terapia combinada como
adjuvante no tratamento oncologico.

Palavras-chave: Adenocarcinoma de préstata; compostos bioativos; sweet jubilee; Vitis
vinifera.
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Abstract

Hybrid grapes are characterized for having greater resistance to disease, for producing fruits
with better organoleptic characteristics, and for showing greater total phenolic content and
antioxidant activity. Lyophilized whole grape extract contains several polyphenols that are
able to inhibit the action of proteins associated with metastasis and can present greater
pharmacokinetics and it can, then, have a greater potential to become a drug based on
natural products for the most common cancers like prostate cancer. The goal of this work is to
characterize and determine the influence of different Sweet Jubilee grape (SJ) extracts in the
DU145 and PC3 cellular lineages. The samples were obtained from the Labrunier farm
located in Petrolina (state of Pernambuco, Brazil) and transported under refrigeration to
UNIRIO's Nucleo de Bioquimica Nutricional (Nutritional Biochemistry Group). The following
extracting solutions were used on the lyophilized sample: water 100% (H20), methanol
(MOH), methanol 50% (MOH50), acetone 70% (A70), sequential MOH50 and A70 (SQ) and
ethanol 80% (EOHS80). The antioxidant activity was evaluated through several distinct
methods (ABTS, FRAP, DPPH, and ORAC), as well as the determination of total phenolic
compounds (Folin Ciocalteu). From these results, the phytochemical profile of the selected
extracts was determined by a metabolomic approach through UPLC-MS. The metastasized
lineages DU145 (brain) and PC3 (bone) were cultivated with and without treatment with grape
extract (10-5000 pug/mL), evaluating the cellular viability through the MTT method for 24, 48,
and 72 hours. We also performed cellular cycle and apoptosis rate analyses after 48h of
treatment with lyophilized whole grape extract (1000-5000 pg/mL). The SJ extracts showed
large amounts of total phenolic compounds and great in vitro antioxidant capacity. The
characterization of UPLC-MS compounds of SJ identified 4 classes, including: flavonoids,
stilbenes, phenolic acids, and other polyphenols. In the antiproliferative activity analysis, after
48h, an average reduction in cellular viability of 47% and of 49% (5000 pg/mL) in the DU145
and PC3 lineages respectively. It was also identified an increase in the percentage of cells in
the GO/G1 phase and decrease of cells in phases S and G2/M and greater percentage of
early and late apoptosis (p<0.01) after treatment with SJ extract in the DU145 lineage. We
conclude that the SJ grape has high quantities of phenolic compounds, as well as an ample
diversity of bioactive compounds, 67 compounds being identified in this work, opening new
perspectives for it to act as a chemopreventive extract or participate in combined therapy as
an adjuvant in oncologic treatment.

Keywords: Bioactive compounds, prostate adenocarcinoma, sweet jubilee, Vitis vinifera
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1 Introducéo

A videira do género Vitis pertencente a familia Vitaceae, uma das culturas mais antigas e
importantes do mundo, compreende ~ 60-70 espécies distribuidas inicialmente na Europa, Asia,
América do Norte e na América Central. Segundo o The Plant List o género Vitis inclui 68 espécies e
sdo mantidas principalmente através do isolamento geografico e, por sua pequena extensado. Quando
em proximidade e com suficiente sobreposicdo no tempo de florescimento, as espécies de Vitis
rapidamente hibridizam, uma caracteristica muito explorada pelos melhoristas através do cultivo e
domesticacao da videira (Terral et al., 2009; Atak et al., 2011; Dangl et al., 2015).

O Brasil esta entre os 20 maiores produtores de frutas do mundo, em 2019, e o décimo sexto
na producdo de uvas (FAOSTAT, 2020). O cultivo da videira destacou-se no agronegocio brasileiro
com producéo de 1,7 milh&o de toneladas de uvas, onde 48,74% foram destinadas ao processamento
e 51,26% ao comércio da fruta in natura (KIST et al., 2018a).

Nas ultimas décadas observa-se um incentivo crescente, vindo da comunidade académica e
de 6rgaos ligados a saude e alimentacdo, para o aumento do consumo de produtos vegetais.
Conforme Spier et al. (2007), essa proposta de mudanca de habito alimentar € embasada e motivada
por estudos que associam a ingestdo de alimentos vegetais com a reducdo do risco de doencas
cronico-degenerativas. Para Vinson et al. (2001), Pinto et al., (2021) e Al-Mamary et al., (2021) uma
possivel explicacdo do efeito protetor exercido pelos alimentos de origem vegetal contra diversas
doencas, consiste no fato destes produtos serem ricos em substéncias antioxidantes (tocoferdis,
carotenoides, fendlicos), que atuam prevenindo ou reparando danos celulares causados pelo
estresse oxidativo. Neste contexto, os compostos fendélicos destacam-se pela pronunciada atividade
antioxidante que apresentam e por estarem largamente distribuidos no reino vegetal, o que
potencializa sua contribuicdo para a prevencdo de doengas originadas por danos oxidativos. Ainda
gue os compostos fendlicos possam ser encontrados em diversos alimentos, € importante ressaltar
gue sdo as uvas e 0s produtos derivados do seu processamento estao entre as principais fontes
alimentares (PEZZUTO, 2008; ROCKENBACH et al., 2011).

A uva é composta basicamente de agucares soluveis (valores entre 43 - 72 g/100g dm), fibras
alimentares (28% - 56%), &cidos organicos (1,09% - 14,33% C.V.l), pectinas (50,6 - 56,4 mg /
equivalentes de 4cido galacturdnico), compostos arométicos (90 -100 compostos), antocianinas (0,50
g/kg *a 4,99 g/kg 1), flavonoides (6 — 73 pg/g), acidos fendlicos (0,46% — 12,40% C.V.) e resveratrol
(50 — 100 ug/g), os quais estao distribuidos na casca, engaco, folhas e sementes, seu bagaco é um

produto de alto valor nutricional, com possivel aplicacdo como ingrediente funcional, suplemento ou
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mesmo aditivo antioxidante, em substituicdo aos sintéticos (Ishimoto, 2008; Deng et al., 2011; Balik et
al., 2013); Eyduran et al., 2015; Grimes et al., 2018; Wu et al., 2018). Pesquisas mostram os efeitos
do extrato de semente de uva, como um potente antioxidante na memdéria espacial com a doenca de
Alzheimer e que poderia ser um agente Util a ocorréncia de doengas cronico-degenerativas e também
como efeito hipocolesterolémico na prevencdo e tratamento de aterosclerose de doenca
cardiovascular (Atak et al., 2011; Ribeiro, 2016).

De acordo com a literatura, a administracdo de fitoquimicos na dieta ou a possibilidade de

aplicar agentes quimiopreventivos tem demonstrado atividade contra alergias, hipertenséo, viroses,
inflamacdes, artrites, mutacdes e carcinogénese (Oliveira, 2010; Maru et. al., 2016; Hamza et. al.,
2018).
Nos dias atuais, milhares de pessoas no mundo sdo diagnosticadas com diversos tipos de cancer.
Céancer é um grupo de doengas caracterizadas pelo crescimento e multiplicagcéo de células anormais,
e se nao controladas, podem facilmente levar a morte. Dentre os tipos de cancer que acometem a
populacdo masculina mundial, o cancer de prostata (CaP) é o segundo mais incidente (INCA, 2017).
O numero de casos incidentes aumentou mais para cancer de prostata do que para qualquer outra
malignidade, independentemente do status de desenvolvimento (Russo et al.,, 2017). Estudos
realizados em animais demonstraram que os compostos fendélicos podem prevenir e/ou retardar a
progressdo da iniciagdo de diferentes tipos de cancer (Basli et al., 2016), entre eles o de
préstata.(Singh et al., 2004; Darweesh et al., 2020). Apesar de eficazes, uma das principais limitacées
na prevencao de doencas é sua biodisponibilidade, entre os varios polifenois e os mais abundantes
em nossa dieta ndo sdo necessariamente aqueles que tém o melhor perfil de biodisponibilidade. Deve
se dar énfase a identificacdo e quantificacdo de metabdlitos de polifenol com foco em sua atividade
biologica (Lall et al., 2015). Assim, compreender 0s mecanismos pelos quais 0s varios nutrientes da
dieta exercem sobre o cancer de prostata pode possibilitar o desenvolvimento de medicamentos
eficazes para o seu tratamento e ainda promover mudancas nutricionais e de estilo de vida naqueles
com risco de cancer de préstata (Willis et al., 2003).

Levando-se em consideracdo o atual crescimento do setor da vitivinicultura no Brasil, bem
como, o presente trabalho visou identificar e elucidar a composicdo de compostos fendlicos do extrato
de uva SJ na obtencdo de extratos concentrados, bem como sua capacidade antioxidante e
antiproliferativa em linhagens celulares de cancer de prostata. Os extratos obtidos poderdo, ainda,
apresentar impacto ambiental positivo, pela possibilidade de exploracdo por meio de possiveis
medicamento ou suplemento biocompativel e com um apelo a alimentagdo saudavel, bem como no

tratamento do cancer de prostata.
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2 Revisao de literatura

2.1.1 Cancer de préstata, tratamentos convencionais e possiveis novos tratamentos

A préstata € uma glandula do sistema reprodutor masculino se localiza na parte baixa
do abdémen, a glandula ndo é grande tem aproximadamente um tamanho de uma noz. Ela
esta localizada logo abaixo da bexiga e a frente do reto (parte final do intestino grosso). A
préstata envolve a porgao inicial da uretra, o tubo que transporta a urina da bexiga para fora
do corpo. A prostata produz parte do sémen, liquido espesso que contém o0s
espermatozoides, liberado durante o ato sexual. Isso significa que os problemas de préstata
podem afetar a miccdo e a funcdo sexual. Essa glandula sexual esta sujeita a 3 condicdes:
prostatite, hiperplasia benigna da prostata e cancer de préstata. A prostatite € uma infeccéo
ou inflamacdo da préstata, a hiperplasia benigna da préstata estd relacionada ao
envelhecimento fazendo a préstata comprimir a uretra e no cancer ocorre 0 crescimento
desordenado de células (carcinogénese) dentro da prostata podendo sair da glandula e
afetar outras partes do corpo (metastase).
O céancer é considerado uma doenca crbnica em que células anormais se dividem
incontrolavelmente com potencial de invadir e espalhar-se pelos tecidos e érgaos do corpo,
sendo uma das principais causas de morte de homens no mundo, excedida apenas por
doencas cardiovasculares no mundo desenvolvido. De acordo com estimativas mundiaisem
2020, a Organizacao Mundial de Saude divulgou um relatério sobre cancer a nivel global
mostrando a estimativa de cancer em 2018 havia cerca de 18,1 milhdes de novos casos e
9,6 milhdes de mortes por cancer e que em 2040 sera de 29,4 milhdes de novos casos. Nos
homens a incidéncia do cancer de préstata equivale a 13,5% do total de novos casos (9 456
418 milhdes) atras apenas do cancer de pulméo (14,5%) (World Health Organization, 2020).

No Brasil, com dados de 2020 do INCA, a incidéncia de céancer entres os homens tém
0 cancer de prostata como o de maior incidéncia (29,2%), ou seja, € 0 segundo cancer que
mais mata, em valores absolutos ao considerar ambos 0s sexos, € o segundo tipo mais

comum e a partir de 65 anos (75%) dos casos no mundo.
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Mais do que qualquer outro tipo, o CaP é considerado um céancer da terceira idade,
ocorrendo principalmente em homens idosos. A idade é um fator de risco cuja relagdo com o
CaP ja estd bem estabelecida. Cerca de 62% dos casos diagnosticados no mundo ocorrem
em homens com 65 anos ou mais, sendo esperado um aumento de cerca de 60 % devido ao
aumento da expectativa de vida mundial (INCA, 2015). Outro fator de risco considerado é a
etnia. O CaP é aproximadamente duas vezes mais frequente em homens negros que em
homens de outras racas (70% maior em afrodescendentes que em brancos) e sdo duas
vezes mais propensos a morrer de CaP que homens brancos (REBBECK et al, 2013).
Estudos genéticos sugerem que a predisposicdo familiar pode ser responsavel por 5-10%
dos casos. Ter um pai ou irmdo com CaP, principalmente antes dos 60 anos, aumenta para
mais que duas vezes a possibilidade do homem desenvolver a doenga. O risco é maior para
homens com varios parentes afetados, particularmente se seus parentes eram jovens
guando o cancer foi encontrado (FITZGERALD et al, 2009; Sociedade Americana do Cancer,
2016). Outros fatores de risco sdo investigados quanto a relagdo com a doenga, como
mutacdes genéticas, dieta, obesidade, tabagismo, inflamacdes na préstata, infeccbes
sexualmente transmissiveis e vasectomia (LEITZMANN; ROHRMANN, 2012).

A maioria dos canceres de préstata tem origem nas células glandulares prostaticas,
sendo chamados de adenocarcinoma. Alguns cénceres de préstata podem crescer e
espalhar-se rapidamente para outros 0rgdos, mas a maioria cresce lentamente. No cancer
pode ocorrer do tumor crescer de forma rapida, mas a maioria cresce de forma lenta levando
cerca de 15 anos para atingir 1 cm3 sem dar sinais durante esse periodo (INCA, 2020; NIH,
2020; Harvard Health Publishing; 2019).

Segundo a IARC, 2020, o céancer de préstata tem subtipos tumorais
histopatologicamente heterogéneos. Estes incluem neoplasias glandulares (adenocarcinoma
acinar, carcinoma intraductal e adenocarcinoma ductal), carcinoma urotelial, carcinoma
escamoso (carcinoma adeno escamoso e carcinoma de células escamosas), carcinoma
basocelular e tumores neuroenddcrinos (adenocarcinoma de células grandes e
neuroendocrino, diferenciacdo de carcinoma neuroenddcrino e grande carcinoma
neuroendocrino celular). O mais comum desses subtipos de tumor é o adenocarcinoma

acinar, que representa mais de 99% de todos os tumores de prostata.
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Os primeiros sintomas podem ser desde disfuncbes do sistema urinario até
sangramento, nos sintomas mais avancados a dor nas costas, quadris ou pelve até falta de
ar, tontura ou pele pélida causada por anemia. Atualmente o diagndstico é feito pela
combinacdo de dois exames 0 nivel de antigeno prostatico especifico (PSA) mais exame
digital da prostata pelo reto, porém pode ser necessario demais exames como biopsia,
ultrassonografia ou ressonéncia magnética transretal e tomografia computadorizada com isso
demonstrando que os sintomas e diagnoésticos variam e possuem subtipos, principalmente
por ndo existir exames precisos ou um padrdo ouro para cancer de prostata (INCa, 2020;
NIH, 2020).

A ultrassonografia transretal € o método preferido para orientar a bidpsia da prostata,
na qual se obtém amostras de tecidos para analise histopatologica e definicdo do diagndstico
de CaP. Além de orientar o local da biopsia, a ultrassonografia transretal também ¢é utilizada
para acompanhar alteracdes no volume prostéatico, que é fator preditivo de deteccéo precoce
de CaP, bem como avaliar a extensao local da doenca (HOU et al., 2015; OCHIAI, 2017).

Uma vez detectado o tumor, o relatério anatomo patoldgico deve fornecer a graduacao
histolégica do sistema Gleason, desenvolvido por Donald Gleason e colaboradores entre
1966 e 1974 (GLEASON; MELLINGER, 1974), que informa sobre o grau de agressividade do
tumor, além de auxiliar na definicdo do melhor tratamento (HEINDERECH et al., 2014). Na
graduacdo histoldgica, as células do cancer sdo comparadas as células prostaticas normais;
guanto mais diferentes das células normais forem as células cancerosas, mais agressivo
sera o tumor e mais rapida sera sua disseminacao. A escala de graduacdo do sistema de
Gleason baseia-se em padrdes histoldgicos que variam de 1 a 5, com o grau 1 sendo a
forma menos agressiva e o grau 5 representando o tumor anaplasico.

O grau 1 é caracterizado por apresentar células uniformes, pequenas e com formacao
de glandulas regulares, bem agrupadas e com bordos bem definidos. No grau 2, ja pode-se
perceber variagdo no tamanho e forma das células, agrupamento mais frouxo e bordos
irregulares. As células no grau 3 variam ainda mais em tamanho e forma, com formacgéo de
glandulas muito pequenas, individualizadas e espalhadas pelo estroma.

No grau 4, muitas células estdo constituindo massas amorfas ou formando glandulas
irregulares, invadindo tecidos adjacentes. Quando classificado no grau 5, as células estédo

soltas ou se agrupando em massas amorfas, que invadem orgaos e tecidos vizinhos.
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O tipo de tratamento depende do estagio da doenca (Tabela 1) que também séao
classificados em estagios de | a IV com subcategorias. A escolha de qual estratégia de
tratamento deve ser entre médico e paciente. Novos tratamentos tém sido testados com

estudos e ensaios clinicos, o que ajuda a melhorar a forma como o céancer sera tratado

futuramente.

Tabela 1. Tipos de Tratamento de acordo com o estdgio do cdncer de prostata

Estdgios da

Tipos de tratamentos

doen¢a
Localizado Observagdao  Cirurgia Radioterapia
vigilante
Localmente Cirurgia Tratamento Radioterapia
avang¢ado hormonal
Recorrente ou Radioterapiado Quimioterapia Imunoterap
resistente a emissor alfa ia
horménios
Metdstasico Tratamento
hormonal
Ensaios clinicos Terapia Cirurgia Terapiade Terapia por Prostectomia
fotodinamica ultrassom radiagao por radical
feixe de elétrons

Fonte: Autora, 2021.

O numero de casos incidentes aumentou mais para cancer de prostata do que para
gualquer outra malignidade, independentemente do status de desenvolvimento (Russo et al.,
2017). Estudos realizados em animais demonstraram que os componentes fenolicos podem
prevenir e/ou retardar a progressdo da iniciacdo de diferentes tipos de cancer (Basli et al.,
2016). Uma das principais limitacbes na prevencdo de doencas € sua biodisponibilidade,
entre os varios polifendis e os mais abundantes em nossa dieta ndo sdo necessariamente
aqueles que tém o melhor perfil de biodisponibilidade. Deve se dar énfase a identificacdo e
quantificacdo de metabdlitos de polifenol com foco em sua atividade bioldgica (LallA et al.,
2015). Compreender os mecanismos pelos quais 0s varios nutrientes da dieta exercem seus

efeitos sobre o cancer de prostata pode possibilitar o desenvolvimento de medicamentos
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eficazes para o tratamento do céncer de préstata e promover melhores mudancas

nutricionais e de estilo de vida naqueles com risco de cancer de prostata (Willis et al., 2003).

2.1.2 Auva

Segundo a Food and Agriculture Organization of the United Nations (FAO) em 2019 o
Brasil produziu em torno de 593 mil com isso sendo o0 20° pais na producdo de frutas. No
mesmo ano 91,5 milh6es de toneladas de uva foram produzidas e entre os 20 maiores
produtores temos da américa latina o Chile em 9° com 2,700 milhdes de toneladas de uva e
o Brasil no 16° com uma producéo de 1,485 milhdes de toneladas.

Um dado que chama a atencdo € a produtividade média dos vinhedos brasileiros
frente aos de outros paises do mundo. Nos ultimos anos, alguns paises vém se destacando
em termos de produtividade média dessa fruta. O ranking da FAO (2014) mostra que Taiwan
registra a maior produtividade média de uva, 35,4 toneladas/hectares. O Brasil figura em
sétimo lugar, com rendimento médio de 18,3 toneladas/hectare (FAO, 2014). Vale lembrar
que as videiras de cultivares voltadas para o consumo in natura (uva de mesa) registram
maior produtividade do que videiras para uvas com destino industrial (suco ou vinho).
Segundo autores que estudaram este assunto, a produtividade de um vinhedo destinado ao
cultivo de uva de mesa tem sido de 15 a 25 toneladas/hectare, enquanto que a de uva de
industria (suco e vinho) vai de 5 a 15 toneladas/hectare (Aradjo; Correia, 2008; Wutke, et al.,
2011).

Conforme Giovannini (2008), a maior parte da producdo nacional de suco é da
chamada “uva comum” ou “americana”, pertencente a espécie Vitis labrusca. As uvas
nomeadas de “finas” ou “europeias” sdo derivadas de videiras Vitis vinifera. Sabe-se que a
espécie da uva € um dos fatores determinantes de sua composi¢cdo quimica e assim,

influencia diretamente atributos sensoriais do produto elaborado a partir delas.

As cultivares de Vitis labrusca embasam a producdo de sucos no pais. A utilizacédo
macica dos produtos desta videira deve-se ao fato de fornecerem matéria-prima ideal para a
producdo de sucos, uma vez que estas uvas ndo perdem caracteristicas aroméaticas e
gustativas mesmo quando o suco é submetido a pasteurizacdo, mantendo sobretudo o

aroma “foxado”, muito apreciado pela populagcdo das Américas. Além disso, as uvas
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labruscas sdo mais produtivas e resistentes as doencas que comumente afetam essa fruta
(Camargo; Maia; Nachtigal, 2005; Giovannini, 2008; Venturini-Filho, 2010).

Entretanto, com o surgimento de novos polos de viticultura nas regides tropicais
brasileiras, novas variedades de uva vinifera estdo sendo empregadas na elaboracdo do
suco. Segundo Sautter et al. (2005), do volume total de uvas destinadas ao processamento
de sucos, cerca de 20% s&o uvas viniferas e 80% s&do uvas americanas. Venturini-Filho
(2010) ressalta que os sucos de uvas viniferas, embora muito bem aceitos na Europa,
possuem aroma menos marcantes que 0s sucos elaborados com uvas labruscas e hibridas.

A avaliacdo de novas cultivares de uva destinadas ao processamento em regides de
clima tropical e subtropical tornou-se imprescindivel para a maior producao e qualidade de
suco de uva. Os cultivares hibridos merecem atengdo como uma fonte potencial de
compostos fisiologicamente ativos, e podem ser de grande valor no futuro. Os hibridos com
frutos escuros e sementes indicam maior conteudo fendlico total e a atividade antioxidante,
comparado com os hibridos sem sementes e de fruto escuro (Pedastsaar et al., 2014; Atak et
al., 2017). As uvas Vitis labrusca e hibridas estdo sendo absorvidas pelo mercado brasileiro,
sendo as principais cultivares utilizadas para elaboracdo de vinho de mesa e suco no pais,
onde representam mais de 85% do volume de uvas industrializadas no Pais (Camargo et al.,
2005).

A variedade de uva Sweet Jubilee (SJ), é uma variedade de uva melhorada que
apresenta bagas grandes (20-25mm) de coloracdo preta possui sementes, alto rendimento,
com textura firme e crocante, e bom tempo de armazenamento, e como detentora do registro
da cultivar a empresa International Fruit Genetics (IFG). Sweet Jubilee® € um produto do
programa de melhoramento da International Fruit Genetics sendo o cruzamento entre Red
Globe e Summer Royal e foi apresentado em maio de 2001.

Em relagcdo a sua composicdo nutricional, os macronutrientes de maior destaque
nessa uva sdo os carboidratos, representados especialmente pela glicose e frutose.
Conforme Gurak et al. (2010) e Rizzon e Link (2006), o conteudo glicidico das uvas pode
variar conforme a variedade, entretanto sempre havera predominancia dos acucares
redutores (glicose e frutose) sobre os agucares ndo redutores (sacarose).

Assim como 0s acucares, 0s acidos organicos presentes no suco de uva também

contribuem para sua qualidade sensorial, pois conferem um pH mais baixo a bebida e
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asseguram um equilibrio entre os gostos doce e acido, de agradavel palatabilidade (Gurak et
al., 2010).

Sobre os acidos orgéanicos, cabe ressaltar que apesar de serem moléculas de baixo
peso molecular, sdo capazes de influenciar diversas caracteristicas sensoriais, como sabor,
coloracdo e aroma. Além disso, podem contribuir para a estabilidade do suco e sua
qualidade microbiolégica (Mato; Suarez-Luque; Huidobro, 2007). Conforme Rizzon e Link
(2006) e Mato, Suérez-Luque e Huidobro (2005), no suco de uva predominam os acidos
tartarico e malico, enquanto que os acidos succinico e citrico estdo presentes em menores
proporgoes.

A quantidade e a composicdo dos compostos fendlicos nas uvas podem variar de
acordo com diferentes fatores, a saber: espécie da videira, variedade da uva, maturidade das
bagas, condicdes climaticas, praticas de viticultura, regido de cultivo, contato com insetos e
microrganismos, exposi¢cao a luz ultravioleta e utilizacdo de fertilizantes e pesticidas (Asami
et al., 2003; Siriwoharn et al., 2004).

Os inumeros fatores que condicionam a sintese de compostos fendlicos, bem como as
diferentes vias pelas quais a sintese pode acontecer, justificam a heterogeneidade quimica
deste grupo. Desta forma, Abe et al. (2007) relatam que os compostos fendlicos séo
normalmente divididos em dois grupos: flavonoides e nédo flavonoides. A biossintese de
flavonoides pela videira € extremamente influenciada pela luz solar recebida durante seu
cultivo (Castillo-Mufioz et al., 2009). Makris, Kallithraka e Kefalas (2006) relatam que uvas
mais expostas a luz solar e temperatura mais elevadas podem apresentar teores de flavondis
até dez vezes superiores do que os mesmos frutos cultivados em condi¢cdes de
sombreamento.

Angelo e Jorge (2007) sugerem uma subdivisdo do grupo dos flavonoides em mais
seis classes, de acordo com o grau de hidrogenacdo e variagcdes do anel C: flavondis,
flavanodis (ou catequinas), flavonas, flavanonas, antocianinas e isoflavonoides. Porém, em
uvas, os flavonoides majoritarios estdo inseridos em trés classes: flavonois, flavanois e
antocianinas (Abe et al., 2007).

Na classe dos flavondis, os principais constituintes estudados sdo: quercetina,
miricetina e caempferol. Geralmente, nas variedades de Vitis vinifera predomina o

caempferol e nas Vitis labrusca, a quercetina (Jackson, 1994). Além de estarem envolvidos
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na definicdo da coloracdo de derivados da uva (pois atuam como co-pigmentos junto as
antocianinas), os flavondis sdo largamente estudados em funcdo de sua atividade
antioxidante, que confere um efeito protetor as diversas desordens patologicas (lacopini et
al., 2008; Nijveldt et al., 2001).

Nas uvas, os flavondis geralmente encontram-se conjugados com glicosideos e
ocasionalmente na forma de agliconas. Os flavonoides de maior ocorréncia em uvas
possuem o glicosideo ligado ao carbono 3, sendo que a glicose € o0 monossacarideo mais
encontrado, embora alguns flavonoides possam se associar a outros acucares, como
galactose, glicose, xilose e arabinose (Castillo-Mufioz et al., 2009; Makris; Kallithraka;
Kefalas, 2006).

Na classe dos flavandis, também denominados de flavan-3-6is, catequina e
epicatequina sdo 0s principais compostos encontrados em sucos de uva. Estes estdo
presentes em abundéancia nas sementes e exercem influéncia sobre o sabor e adstringéncia
(Abe et al., 2007).

Nos sucos de uva, os flavanois encontram-se na forma monomérica de (+) catequinas
e (-) epicatequinas, que pertencem ao grupo dos trés polifenéis melhor absorvidos pelo
organismo. Estudos in vivo demonstram a capacidade antioxidante dos flavandis e uma
associagao positiva entre o consumo destas substancias e a reducado de doencas cronicas
(Gollucke et al., 2008; Manach et al., 2005).

A terceira subclasse de flavonoides sdo as antocianinas, que estdo amplamente
distribuidas no reino vegetal, responsaveis pela pigmentacédo de flores e frutos, conferindo
nuances arroxeadas, alaranjadas, azuladas e avermelhadas (Muioz-Espada et al., 2004).

Em uvas, as antocianinas geralmente ocorrem como glicosideos, uma vez que 0s
acucares conferem maior estabilidade a molécula. Podem estar associadas as moléculas de
glicose, galactose, ramnose, xilose ou arabinose. Quando presentes na forma de agliconas,
as antocianinas sao denominadas de antocianidinas (Lee et al., 2008; Wang & Stoner, 2008).
Existem relatos da existéncia de mais de 500 antocianinas e 23 antocianidinas, das quais
cinco sdo encontradas em uvas: cianidina, delfinidina, malvidina, petunidina e peonidina
(Castafieda-Ovando et al., 2009; Mullen et al.,, 2007; Wang & Stoner, 2008). Além de
possuirem papel fundamental na coloracdo das uvas, as antocianinas s&do igualmente

exaltadas por sua atividade antioxidante (Manach et al., 2005; Mufioz-Espada et al., 2004).
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Estudos epidemioldgicos realizados por Wang e Stoner (2008) e Speer et al., 2020, associam
o0 consumo de antocianinas com a reducdo do risco de doencas cardiovasculares e
neurolégicas, diabetes e tratamento e prevencao de cancer.

Os estilbenos formam outra classe de compostos fendlicos nao flavonoides, definidos
como fitoalexinas de baixo peso molecular, sintetizados pela videira em resposta a condicées
de estresse fisioldgico, como infecgcdo microbiana, dano mecéanico e radiacdo ultravioleta
(Careri et al., 2003).

O resveratrol é o estilbeno mais extensivamente estudado quando se trata de uvas.
Certamente isto acontece em virtude dos efeitos farmacolégicos que o resveratrol promove,
como: atividade anticarcinogénica, cardioprotetora e antioxidante. Sua sintese € influenciada
por diversos fatores, sendo que maiores niveis de radiacdo ultravioleta sdo capazes de
favorecer aumentos significativos (Gurbuz et al., 2007).

Assim, a uva é uma fruta que se destaca em relacdo aos compostos bioativos, como
demonstrado por (Zeghad et al., 2019) nos ensaios de atividade antioxidante, compostos
fendlicos, flavonois e flavonoides entre a Vitis vinifera, Punica granatum (roma), Citrus
aurantium (laranja) e Opuntia ficus indica (cacto — figueira da india). Os polifenois tém
variacfes na estrutura quimica e atividade e podem ser categorizados fundamentalmente em
duas principais classes: flavonoides e nédo flavonoides. Os flavonoides, os polifendis mais
abundantes na uva, sdo distribuidos por toda a casca, semente e caule e incluem
antocianinas, proantocianidinas (procianidinas e prodelfinidinas) e flavan-3-ols, em contraste,
0s acidos hidroxicindmicos, os nédo flavonoides mais abundantes no vinho, incluem o acido
cafarico e o acido coutarico (Averilla et al., 2019).

Devido aos compostos fendlicos e antioxidantes a uva é uma fonte natural potencial
de substancias bioativas, além da atividade antioxidante, os flavonoides também podem
apresentar propriedades protetivas. Como 0s antioxidantes representam um grupo grande e
diverso de substancias que atuam em principios diferentes; portanto, a metodologia e as
possibilidades de sua determinacdo séao frequentemente complexas.

A busca por compostos bioativos a partir de fontes vegetais, inclusive residuos
agroindustriais, tem sido impulsionada pela pesquisa cientifica destas moléculas especificas
contra uma vasta gama de doencas. De acordo com Silva et al. (2016), a incorporacéao de

aditivos alimentares de fontes naturais tornou-se uma das mais importantes tendéncias
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na industria de alimentos, devido as evidéncias que correlacionam a dieta e as doencas

cronicas com a aplicagdo de aditivos quimicos sintéticos nos alimentos ingeridos.

2.1.3 Produtos naturais, compostos bioativos de frutas e cancer

A medicina “ndo branca” conhecida como medicina tradicional em todo o mundo tem a
sua base o tratamento com o0 uso de ervas para diversas enfermidades (Alves-Silva et al.,
2017; Ma et al., 2017; Tariqg et al., 2017). Produtos naturais e suas estruturas desempenham
um papel significativo no processo de pesquisa e desenvolvimento de novos medicamentos.

Entre 1981 e 2019 medicamentos antitumorais contabilizam 185 pequenas moléculas
sendo que 62, ou 33,5%, sao derivados de produto natural ou produto natural inalterado ao
adicionar as 52 macromoléculas biolégicas soma o total de 237 medicamentos anticancer em
guase 38 anos (48%) (Newman & Cragg, 2020). Segundo Bernardini et al. (2018), as
pesquisas de novos medicamentos estardo voltadas no futuro para o desenvolvimento de
medicamentos a base de misturas naturais, pelos possiveis efeitos sinérgicos, reducédo de
efeitos colaterais e reducao de custos.
Por serem amigaveis ao organismo essas pequenas moléculas como os metabdlicos
secundarios nas plantas sédo classificadas com base na via que sao sintetizadas sendo 3
grupos principais: terpendides, fendlicos e alcaldides. No entanto, além de existirem
compostos naturais com atividade antitumoral se tem a possibilidade da modificagdo
estrutural de produtos naturais para a descoberta de novos medicamentos com aqueles
compostos ditos promissores, mas que ndo possuem biodisponibilidade. (Seca & Pinto,
2018). O consumo de frutas, vegetais e plantas muito utilizadas na medicina tradicional pode
conter propriedades anticancer pela presenca dos compostos bioativos e que apesar de
estar disponivel em pequenas quantidades € um extra-nutriente que também possui
mecanismos complementares entre si e que pode funcionar como elementos de prevencao
ao cancer ou no auxilio ao tratamento quimioterapico (Vanamala, 2017)

O kaempferol do grupo dos flavonois exibe muitas propriedades anticAncer e os seus
derivados isolados da lentilha (Lens culinaris Medik.) podem ser Uteis na protecéo de células
normais contra danos ao DNA causados por quimioterpicos e aumentar o efeito do
guimioterapico contra as células HL-60 (leucemia promielocitica humana) e com isso dano ao

DNA (Kluska et al., 2019). Outro composto bioativo, o fitol, um terpendide disponivel em
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sementes de melancia (Citrullus lanatus) inibiu o crescimento da célula Jurkat (linhagem de
leucemia de linfocitos T) com a parada do ciclo celular na fase S e inibiu a progressao do
tumor de adenocarcinoma de pulmdo com resultado semelhante ao quimioterapico (Itoh et
al., 2018). A semente de manga (Magnifera indica L.) que contém quantidades significativas
de polifendis inibiu a proliferacdo celular da linhagem HelLa e a literatura demonstra que a
folha, casca e caule também possuem atividade antitumoral (Timsina & Nadumane, 2015).

A framboesa preta modula genes envolvidos nos estagios finais da tumorigénese
esofagica, revertendo ou reduzindo o numero de lesGes pré-neoplasicas (Wang et al., 2011).
Assim como a framboesa o mirtilo tambem € rico em flavonoides e sua ingestéo oral em poé
diminuiu o crescimento do tumor de cancer de mama por meio da modulagcdo de via de
sinalizacdo na mediacdo dos processos de inflamacéo e sinalizacéo celular (Adams et al.,
2011). Outros frutos silvestres como o mirtilo (Vaccinium myrtillus), e outra espécie de mirtilo
(Vaccinium vitis-idaea) e a amora (Rubus chamaemorus), que s&o ricos em antocianinas,
proantocianidinas e acido elégico, respectivamente mostraram ser fonte de componentes
guimiopreventivos contra a tumorigénese intestinal (Misikangas et al., 2007).

Um fruto da Asia oriental, a lichia (Litchi chinensis Sonn.) utilizada na medicina
tradicional chinesa, tem como seus principais compostos bioativos antocianinas e flavondis
em seu pericarpo e tem potencial atividade anticancer contra o carcinoma hepatocelular in
vitro e in vivo e o cancer de mama humano (Zhu et al., 2019). Outro fruto oriental, o
mangostdo (Garcinia mangostana) demonstrou com o seu principal metabdlito secundério
uma xantona chamada y-Mangostina a inibicdo da proliferacdo celular e da formacéo de
colbnias nas células do cancer de cd6lon e suprimiu significativamente o crescimento do tumor
(Krishnamachary et al., 2019). Extraido do damasco japonés (Prunus mume), o MK615 é um
composto que contém varios triterpendides, como o acido oleandlico e o acido ursélico € um
alimento tradicional do leste asiatico e tem seu extrato MK615 como inibidor do crescimento
de células de melanoma e é eficaz no tratamento de carcinoma hepatocelular avancado
(Hoshino et al., 2013; Tada et al., 2012).

A tangerina (Citrus reticulata Blanco) e a pinha (Annona squamosa) mostraram
resultados no controle do crescimento celular no cancer. O uso da folha da pinha inibiu a

proliferacdo celular no cancer de célon, com a tangerina o uso do extrato do flavedo, a parte
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mais externa da casca, mostraram efeitos significativos de citotoxicidade em linhagens de
células tumorais gastricas (Al-Nemari et al., 2020; Y. Wang et al., 2017).

Dos frutos hibridos, o fruto arénia também chamado de Chokeberry teve o seu hibrido
Aronia prunifolia com mais antioxidante que o fruto n&o hibrido Aronia melanocarpa e Aronia
arbutifolia, e também A. prunifolia demonstrou uma inibicdo gradativa na proliferacdo de
células tumorais ap6s 48 h de tratamento, mostrando-se citotoxico para células HelLa
(Rugina et al.,, 2012). Em outro estudo, uma cultura de suspensdo celular eficiente foi
estabelecida com calos friaveis derivados de folhas de morango hibrido micropropagado
(Fragaria x ananassa Duch), cv. Don, como pré-requisito para estudos in vitro da producédo
de metabdlitos bioativos, os extratos dessas culturas em suspensdo de células in vitro
induziram uma reducdo estatisticamente significativa da proliferacdo em neuroblastoma
humano (IMR-32, SH-SY5Y), adenocarcinoma colorretal (Caco-2), adenocarcinoma de célon
(HT-29) e linhas celulares de carcinoma do colo do utero (Hep-2) (Lucioli et al., 2019). Quatro
hibridos de Malus sieversii (macd de polpa vermelha) foram comparados com maca Fuji e
mostraram maior quantidade de compostos fendlicos e flavonoides, sendo os hibridos “A38”
e o “Meihong” de polpa vermelha com maior atividade antioxidante e antiproliferativa no
cancer de mama humano nas linhagens MCF-7 e MDA-MB-231 (Li et al., 2020). Ainda sobre
flavonoides, o extrato da folha de atemoia (Annona atemoya) um hibrido de pinha (Annona
squamosa) e chirimoia (Annona cherimola) teve o metabdlito rutina identificado na regulacao
do efeito inibitério na doenca de Alzheimer ao evitar a agregacao da B-amildéide e morte
celular neuronal (Lim et al., 2019). O ultimo hibrido aqui citado, a toranja uma fruta citrica que
€ o resultado do cruzamento do pomelo com a laranja tem seu metabdlito secundario o
nootkatone testado no adenocarcinoma de pulm&o com resultados na inibicdo da progressao
do cancer via ciclooxigenase (COX-2) e consequentemente a inibicdo do crescimento celular
e a diminuicao da proliferacdo celular pela ativacdo da AMPK (proteina quinase ativada por
AMP) (Hung et al., 2019).

Apenas 5-10% dos canceres séo atribuiveis a alteracbes hereditarias nos genes e
diversas formas de cancer se tornaram algumas das principais causas de mortalidade no
mundo, levando a pesquisa e ao desenvolvimento de novos medicamentos anticancer,

combinacdes de medicamentos e estratégias de quimioterapia por meio da exploracao

25



sistematica e metddica do produto sintético e natural (Timsina & Nadumane, 2015;
Vanamala, 2017).

Frutas e vegetais, que constituem elementos importantes da dieta humana, sdo uma
rica fonte de compostos, como polifendis, flavonoides e carotendides. Entdo buscam-se
compostos que protejam as células normais contra os efeitos téxicos dos antineoplasicos ou
funcionem como quimioterapicos. Com o desenvolvimento da biotecnologia, as abordagens
da genética molecular podem melhorar muito os niveis de compostos bioativos por meio do
cruzamento seletivo de novos cultivares, pois uma Unica planta pode conter muitos
metabdlitos secundarios, os compostos bioativos, e em quantidades substanciais desses
constituintes podem ser responsaveis por diferentes bioatividades. Além disso, na fitociéncia,
a identificacdo dos compostos bioativos e suas atividades bioldgicas ajudardo a elucidar a
toxicidade e efeitos colaterais, calcular as dosagens adequadas e encontrar o melhor método
para extrai-los. (Al-Nemari et al., 2020; Kluska et al., 2019; Zhu et al., 2019).
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3.1.1

3.1.2

Objetivo

Geral
Obter extratos, Caracterizar e determinar a influéncia dos extratos de uva Sweet

Jubilee em linhagens celulares de cancer de prostata humano.

Especificos

Determinar a atividade antioxidante e compostos fenélicos dos extratos de uva Sweet
Jubilee;

Caracterizar os compostos bioativos dos extratos uva Sweet Jubilee;

Avaliar o efeito do extrato de uva Sweet Jubilee em funcdo do tempo de incubacéo e
da concentracéo, sobre a viabilidade celular de linhagens celular de prostata;

Avaliar os efeitos dos extratos de uva Sweet Jubilee sobre o ciclo celular e apoptose

em cultura de células das linhagens celular de cancer de préstata.
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4  Material e Métodos

4.1.1 Amostra

Amostras da uva Sweet Jubilee foram doadas pela Fazenda Labrunier localizada em
Petrolina (Pernambuco, Brasil) e transportadas sob refrigeracdo ao Nucleo de Bioquimica
Nutricional da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro.

As amostras liofilizadas da uva integral foram extraidas para analise fisico-quimica por
meio de 6 solucdes extratoras: metanol (MOH), metanol 50% (MOH50), sequencial de
metanol 50% e acetona 70% (SQ), Acetona 70% (A70) agua 100% (H20) e etanol 80%
(EOH80) em 50 mg/mL. Foram homogeneizadas por 10 minutos (TE-420, Tecnal, Sao Paulo,
Brasil) e ap6s a diluicho com as solucdes, as mesmas foram submetidas a banho de
ultrassom por 30 minutos (DGT 100 Plus Provecto Analytic, Sdo Paulo, Brasil) e a
centrifugacéo por 5 minutos a 5000 rpm (Thermo Fisher Scientific, Bartlesville, CA, USA) em
seguida o extrato obtido foi filtrado em papel de filtro Whatman number 1.

4.1.2 Determinacéo de atividade antioxidante e compostos fendlicos
A analise da atividade antioxidante foi realizada por 4 métodos distintos, pela medida
da atividade de reducdo do radical DPPH, pelo método de ABTS, FRAP e ORAC. A

estimativa do teor de compostos fendlicos totais foi realizada pelo ensaio Folin-Ciocalteu.

4121 Atividade sequestrante do radical DPPH

O DPPH é um radical livre estavel que aceita um elétron ou um radical de hidrogénio
para tornar-se uma molécula diamagnética estavel e desta forma, é reduzido na presenca de
um antioxidante. A atividade antioxidante dos extratos de uva em relagdo ao radical DPPH
(2,2-difenil-1-picrilidrazil) foi quantificada por meio de um protocolo descrito por Rufino et al.,
2007, utilizando espectrofotdmetro (Sequoia -Turner® modelo 340, Haverhill, MA, EUA) com
a leitura da absorbancia a 515 nm em 30 min de reagao. A solucado de trabalho foi obtida
dissolvendo 2,4 mg de reagente DPPH com 100 mL de metanol e armazenada no escuro
para estabilizacdo da solucédo. A aliquota (50 yL) do extrato reagiu com 2,5 mL da solugao de
DPPH por 30 min no escuro. Uma curva padréo foi preparada, utilizando Trolox (acido 6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico). A atividade antioxidante foi calculada em
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comparacdo com o efeito do antioxidante comercial Trolox e é expressa em mMol de
equivalente de Trolox (TEAC) / g de amostra. A atividade antioxidante foi expressa de acordo
com a equagao: %AA = 100 - {[(Abs amostra — Abs branco) X 100] / Abs controle}

41.2.2 Atividade antioxidante pela captura do radical ABTS

Para o ensaio ABTS, o procedimento seguiu o0 método de Rufino, et al., 2007. Este
método € baseado na parada do radical ABTS (2,2 Azinobis (3-etil-benzotiazolina-6-
sulfonato)), onde 5 mL do radical ABTS foi formado por oxidagao de 88 uL de K2S20s durante
16 h para a formacéo do radical ABTS'*, uma reacdo quimica com persulfato de potassio em
uma relacdo estequiométrica de 1: 0,5 e uma vez formado, o radical ABTS™ é diluido em
etanol até obter uma medida de absorbancia de 0,70 (x 0,02). Em seguida 2,5 mL foram
adicionados a cada aliquotas de 10, 20 e 30 uL. O Trolox foi usado para tragcar uma curva
padrao. As aliquotas permaneceram por 6 min e foram lidas em uma absorbéancia de 734 nm
em espectrofotobmetro (Sequoia-Turner® modelo 340, Haverhill, MA, EUA). A capacidade
antioxidante equivalente de Trolox (TEAC) foi expressa em mMol TE / g de amostra.

41.2.3 Atividade antioxidante pela reducédo do ferro - FRAP

O método FRAP é baseado na capacidade de reduzir Fe (lll) a Fe (Il) em meio acido
(Rufino et al., 2006) esta reducdo tem inicio com a presenca do antioxidante da amostra. O
reagente FRAP & composto por solugdo de FeCls, solucdo de TPTZ (2,4,6-Tri (2-piridil) -s-
triazina) em HClI 40 mM e tampdo acetato (pH 3,6). A solucdo de trabalho fresca foi
preparada pela mistura de 25 mL de tamp&o de acetato, 2,5 mL de solucéo de TPTZ e 2,5
mL de solugdo de cloreto férrico. Os extratos (20, 45 e 90 yL) foram deixados reagir com 2,7
mL da solucdo FRAP. O sulfato ferroso foi usado para fazer uma curva padrédo. Apés 30 min
de reacdo em banho quente, a leitura foi realizada em 595 nm em espectrofotdmetro
(Sequoia-Turner® modelo 340, Haverhill, MA, EUA). Os resultados sado expressos em uMol
de Equivalente de Sulfato Ferroso (FeSO4) / g de amostra.

4.1.2.4 Capacidade de absor¢édo do radical de oxigénio - ORAC
O método de ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity) mede a capacidade do

antioxidante em sequestrar radicais peroxil que séo gerados por uma fonte radicalar, AAPH
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(2,2 -azobis(2-amidinopropano) dihidroclorado), a 37°C. O radical peroxil, gerado pela reacao
do com oxigénio atmosférico, reage com o indicador fluorescente para formar um produto
ndo fluorescente, que pode ser medido por espectrofotometria com maxima emissédo de
fluorescéncia. Este ensaio avalia a atividade antioxidante através da inibicdo da oxidacao,
induzida pelo radical peroxil, por transferéncia de atomos de hidrogénio. Os ensaios foram
realizados usando um leitor de placas automatizado (SpectraMax i3x) com microplaca de 96
pocos (Prior et al., 2003) com base na capacidade dos compostos antioxidantes em capturar
o radical peroxil. As analises foram conduzidas em tampao fosfato pH 7,4 a 37°C. Um radical
peroxil foi gerado usando dicloridrato de 2,20-azobis (2-amidino-propano), preparado de
fresco para cada corrida. Fluoresceina foi usada como substrato. Na microplaca foram feitos
20 yL de 8 concentragbes de cada amostra com tampdo PBS (pH 7,4). 120 pL de
fluoresceina foram adicionados e usados como substrato. A geracdo do radical peroxil foi
induzida pela adi¢do de 60 uL de dicloridrato de AAPH. Um controle sem AAPH, um branco
com apenas tampao e uma curva Trolox padréo foram preparados. A microplaca foi incubada
por 3 h a 37°C e lida a cada 5 min no fluorimetro (SpectraMax i3, Molecular Devices, EUA)
sob excitacdo a 485 nm e emissdo a 535 nm. A captacao do radical causa uma diminuicéo
na emissdo de fluorescéncia. A area sob a curva (AUC) do decaimento de fluorescéncia foi
calculada e a AUC em branco foi subtraida da AUC das amostras. A atividade antioxidante
foi determinada por comparacdo com a curva Trolox padrdo e expressa em mMol TE/g de

amostra.

4.1.2.5 Compostos fendlicos totais

O método espectrofotométrico baseado no reagente de Folin-Ciocalteu (Singleton &
Rossi, 1965) é geralmente usado para medir o conteudo de compostos fendlicos totais. Mas
€ baseado na capacidade de reducdo dos compostos, portanto, pode ser usado como um
ensaio antioxidante. A determinacdo foi realizada adicionando 2,5 mL do reagente Folin-
Ciocalteu 10% a aliquota de 250 uL de cada extrato de uva. Apdés 5 minutos, foram
adicionados 2 mL de carbonato de sédio a 4%. O acido galico 0,1% foi usado para fazer uma
curva padrao. As amostras permaneceram por 2 h no escuro e a absorbancia foi medida em
um espectrofotdbmetro (Sequoia-Turner® modelo 340, Haverhill, MA, EUA) a 760 nm. Os
resultados foram expressos em mg de equivalente de acido galico (GAE) / g de amostra.
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4.1.3 Ensaios in vitro

O cultivo celular e ensaio de viabilidade celular foram realizados no Instituto Nacional
do Céancer (INCA). As linhagens celulares PC-3 e DU-145, de cancer de préstata humana
com metastase em 0sso e cérebro respectivamente, foram cultivadas em frascos para cultura
e placas de 4 pogos, em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB), e
1% de anfotericina mais 1% de penicilina/estreptomicina e uso do tampéao PBS, com pH 7,4,
sob atmosfera com 5% CO:2 a 37°C. As células com confluéncia de 70-80%, passaram por
tripsinizacdo cerca de duas vezes por semana. A amostra liofilizada da uva foi diluida no

meio de cultura na proporgéo de 20mg/mL.

41.3.1 Ensaio de viabilidade celular - MTT

Conforme descrito por Mosmann (1983), a viabilidade celular € determinada pelo
ensaio MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil- tetrazélio - Amresco,USA).
Foram plaqueadas 2,0x10% células/poco em placas de 96 pocos que posteriormente foram
incubadas com 7 diferentes concentracdes da uva. Apds 24, 48 e 72 horas de tratamento, foi
adicionado 10 yL/pocgo de solugao de MTT foram adicionadas a cada pogo e apds 4 horas de
incubacgédo, 50 pL/pogo de dimetilsulfoxido (DMSQO) foram adicionados para solubilizar o
formazan gerado. Por fim, as amostras foram lidas no leitor de ELISA (Bio-Rad IMARK e
software Softmax 4.3 Ls) a 570 nm. E calculada a taxa de inibicdo da proliferacdo celular. A
taxa de inibicdo da proliferacdo celular (CPIR) foi expressa como uma porcentagem e
calculada usando a seguinte formula: CPIR = 100 - (valor médio do grupo experimental -
valor médio do grupo controle) x 100 / valor médio do grupo controle.

4.1.3.2 Ensaio de ciclo celular

As células de cancer de prostata foram incubadas por 48h na presenca e na auséncia
da amostra em 2 concentragdes (1000 ug/mL e 5000 pg/mL) e foram tripsinizadas em
temperatura ambiente em seguida as células foram ressuspendidas em 500 uL de solugao
fria de Vindelov (Vindelov, 1977), contendo 0.1% Triton X-100, 0.1% RNase e 50 pg / mL
iodeto de propidio (Sigma). As células foram analisadas quanto ao conteado de DNA por um
citometro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson, Mountain View, CA, EUA) com leitura de
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30000 células para cada replicacdo (Pozarowski & Darzynkiewicz, 2004). Células com
contetdo de DNA menor que G1 na distribuigdo do ciclo celular foram consideradas células
hipodipldides (subfase G1). As proporc¢des relativas de células com apoptose (<2n), dipléide
GO/ Gl (2n), S (> 2n, mas <4n) e G2 / M (4n) indicativo de conteudo de DNA foram
adquiridas usando software Cell Quest iPro. A porcentagem da populacdo de células em

cada fase especifica foi estimada com o software FlowJo v 10.0.6 e comparada ao controle.

4.1.3.3 Ensaio de apoptose

O tipo de morte celular € analisado pelo ensaio de externalizacdo de fosfatidilserina
(van Engeland et al., 1998). Células de adenocarcinoma de prostata foram incubadas em
microplaca de 6 pocos utilizando 5,0 x 10° células/pogo com 2 concentracdes da amostra por
48 h. As células foram suspendidas usando uma solucdo de Tripsina e, em seguida,
submetidas a marcagdo com 500 pyL de solugdo tampéo a 10% do kit Il de deteccao de
apoptose (BD Pharmigen, San Diego, EUA), 5 uL de anexina V FITC e 5 uL de iodeto de
propidio por 15 minutos em temperatura ambiente. A deteccéo foi feita por citbmetro de fluxo
FACScalibur (Becton Dickinson, Mountain View, CA, EUA), utilizando o software Cell Quest
iPro, contando 30000 células e que foram reconhecidas por suas propriedades de dispersao
direta (FSC) / dispersao lateral (SSC). A fluorescéncia do isotiocianato de fluoresceina (FITC)
verde foi medida a 530 = 30 nm (detector FL1) e a fluorescéncia do vermelho do iodeto de
propidio foi medida a 585 + 42 nm (FL2). A porcentagem de células viaveis e as células em
apoptose precoce ou tardia ou morte ndo apoptética foi calculada usando o software FlowJo
v 10.0.6.

4.1.4 Caracterizacéo do perfil fitoquimico por UPLC-MSE

Na caracterizacdo dos compostos fendlicos presentes na uva SJ foram utilizadas 2
amostras, uma amostra integral e outra amostra com apenas a polpa e, para essas
amostras, foram utilizados dois extratores distintos, agua e acetona. Os extratos foram
pesados (1 g) e os compostos foram extraidos com solucdo de metanol no banho de
ultrassom com posterior centrifugagéo.

Para a andlise de UPLC-MSE, as solucdes extratoras foram evaporadas usando uma

centrifuga evaporadora a vacuo (SpeedVac, Savant, Thermo Scientific) a 40 °C e entdo as
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amostras foram dissolvidas em metanol/acetonitrila/agua (2:5:93; v/v). Solucdes estoque de
11 padrdes (4cido cafeico, (+)-catequina, acido elagico, (-)-epicatequina, acido galico, acido
gentisico, aciso 4-hidroxibenzoico, miricetina, pirogalol, quecetina e 3-O-glucosideo de
guercetina) da Sigma-Aldrich (St-Louis, Missouri, EUA) foram preparadas individualmente a
500 ppm solucdo de metanol. Uma aliquota de cada padrdo foi adicionada para obter a
mistura de padrées em uma concentracao final de 10 ppm. Por fim, extratos e padrdes foram
filtrados em um filtro de seringa de 0,22 pm e armazenados a -20 °C até o momento da
analise UPLC-MS.

Para analises UPLC-MSE, 2 ul de extratos e padrdes foram injetados em triplicata em
um sistema cromatogréafico Acquity UPLC (Waters, Milford, MA) acoplado ao espectrémetro
de massas Xevo G2-S QTOF-MS / MS (Waters, Manchester, Reino Unido) equipado com
uma fonte de ionizacdo do tipo electrospray, (ESI) operando no modo de ioniza¢do negativo
de acordo com Santos et al. (2019). A coluna utilizada foi UPLC HSS T3 C18 (100 mm x 2,1
mm, 1,8 um) (Waters, Irlanda). A coluna e o amostrador automatico foram mantidos a 30 °C
e 8 °C, respectivamente. A vazédo foi de 0,6 mL /min e utilizando como fase mével agua
contendo formiato de aménio 5 mM e 0,3% acido férmico, v/iv) (bomba A) e acetonitrila
contendo 0,3% de &cido formico (bomba B), de acordo com o seguinte gradiente de eluicao:
97% A a 0 min, 50% A a 6,8 min, 15% A a 7,4-8,5 min, seguido por um passo de equilibrio
adicional 97% A a 9,1-12 min. Os dados foram adquiridos usando o método de aquisi¢cao
MS/MS do tipo multiplexo alternando a aplicacdo de energia baixa e de alta colisdo (MSF) no
modo centroide coletando dados de m/z entre 50-1000. A tensdo no capilar e no cone foram
ajustadas em 3,0 kV e 30 V, respectivamente. O gas de dessolvatacao (N2) foi regulado para
600 L/h a 450 °C, a vazéo do gas no cone foi regulada para 50 L/h e a temperatura da fonte
a 120 °C. Experimentos MSE foram realizados utilizando uma rampa de energia de colisdo
variando de 30-55 eV usando argbnio puro (Ar). A aquisicdo de dados foi realizada utilizando
MassLynx 4.1 (Waters Corporation, Milford, MA). Para garantir preciséo e reprodutibilidade,
todas as aquisicoes foram realizadas utilizando a infusdo simultanea do agente calibrante
(lock mass) leucina-encefalina (Waters Corporation, EUA) (m/z 554.2615) em uma
concentragéo de 1,0 ng/L em acetonitrila: H20 (50:50, v/v) com 0,1% (v/v) de acido férmico a
10 pL/min.
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Os dados brutos das triplicatas foram processados com Progenesis QI v2.1 (Nonlinear
Dynamics, Waters Corporation, Reino Unido) com as seguintes condi¢bes: dados em
centroide, resolucdo (FWHM) a 50.000 e modo negativo [M-H]-. A identificacdo dos
compostos fendlicos foi realizada através da pesquisa de compostos polifendis utilizando um
banco de dados customizado obtido na base de dados PubChem, utilizando os seguintes
parametros: erro de massa do ion precursor e de fragmentos (5 e 10 ppm, respectivamente),
tempo de retencdo 7,5 min, espectros de MS-MS e score de fragmentacdo, similaridade
isotopica (>80). Os dados processados foram exportados para o software Ezinfo v 3.0.3
(Umetrics, Sweden) da Waters usando uma escala de pareto(van den Berg et al., 2006) onde
foi elaborada a Andlise de Componentes Principais (ACP) e o Heatmap no software online

MetaboAnalyst (https://www.metaboanalyst.ca/).

4.1.5 Anélise estatistica

Os dados dos experimentos foram apresentados como médias + desvio padrdo de
dois ou trés experimentos independentes feitos em triplicata (n=3). Os dados experimentais
obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas através
do pos-teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade, utilizando o programa GraphPad
Prism 5.0.
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5 Resultados

5.1.1 Compostos fendlicos e atividade antioxidante

No ensaio de compostos fendlicos totais pelo método de Folin-Ciocalteu utilizou-se
seis solucoes extratoras diferentes para verificar a melhor relacéo solvente/extrator e sugerir
qual o potencial de compostos fendlicos presentes na uva (Tabela 2). O extrato SQ e A70
ndo tiveram diferenca estatistica entre si (p<0,05) e indicaram resultados superiores aos
extratos biocompativeis de H20 e EOH80. Estes ultimos também nao tiveram diferenca entre

si (p>0,05), assim como os extratos de MOH50 e MOH.

Tabela 2. Compostos Fenolicos Totais (mg GAE/g) em extratos de uva SJ

Solucdes extratoras de compostos de uva Compostos Fenolicos Totais (Mg GAE/g

SJ
H20 1047,21 + 63,302
MOH50 1575,69 + 87,69°
MOH 1630,84 + 129,61
EOHS80 1128,42 + 125,392
A70 2014,48 + 17,28¢
SQ 2035,09 + 3,63°

Os resultados esté@o expressos como médiat desvio padrédo. Letras diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca significativa. Os resultados foram comparados pelo teste one-way anova, com pos-teste Tukey
(p<0,05.)

Foram utilizados quatro métodos, um direto com o ensaio de ORAC e trés indiretos
com o DPPH, ABTS e FRAP para os experimentos in vitro da atividade antioxidante. Eles
diferem na forma de quantificar a atividade antioxidante, que podem ser baseados na
recepcao de ions H* ou na reagéo redutora (Tabela 3).

Como resultado do meétodo de DPPH, a capacidade de reducdo do radical
apresentado pelo extrato de MOH, MOH50, SQ e A70 nao obtiveram resultados com

diferenca estatistica (p<0,05). E entre os extratos de H20 e EOH80, os valores percentuais

35



nao apresentaram diferenca estatistica. Entdo pode se afirmar que ocorreu uma variacao
entre 67,16% e 90,42% no teor de DPPH.

Tabela 3. Capacidade antioxidante do extrato de uva SJ por diferentes métodos

Solucdes
fg‘;:gg%ss %Z D(FO’ /':’)H ABTS (umol ET/g)  FRAP (umol SFE/g) ORAC (umol ET/g)

uva SJ
H20 68,53° 61464446 + 53697,75% 129691,57 + 3411,28% 131,61 * 20,96
MOH 88,05° 605600,96 + 6579,58% 169441,29 + 19496,622 185,32 + 59,728
MOH50 82,06° 606421,91 + 26961,13% 149860,12 + 10283,83% 259,87 + 48,542
A70 89,02° 648153,78 + 35704498  93673,08 + 2876,11° 757,00 + 48,03
SQ 90,42° 646252,93 + 41143538  63120,63 + 5582,96° 203,17 + 75,332
EOH80 67,162 743851,27 + 78475,88% 15237631 + 11939,228 667,99 + 191,715

Os resultados estdo expressos como média + desvio padréo. Letras diferentes na mesma coluna apresentam
diferenca significativa. Os resultados foram comparados pelo teste One-way ANOVA, com pés-teste de Tukey
(p<0,05).

Os dados obtidos com o radical ABTS mostrados na tabela 3 n&o possuem diferenca
significativa (p<0,05) quanto ao uso de um dos seis solventes para este ensaio.

A atividade antioxidante pela reducdo do ferro, apresentado pelos extratos de H20,
MOH, MOH50 e EOH80 ndo obtiveram resultados com diferencas estatisticas entre si
(p<0,05). E entre os extratos de A70 e SQ os dados ndo apresentaram diferenca estatistica.
Por isso pode se afirmar que o ensaio trouxe uma variacdo de dados entre 63120,63 *
5582,96 umol SFE/g e 169441,29 + 19496,62 umol SFE/qg.

No ensaio de ORAC, o extrato A70 e EOH80 com respectivos valores 757,00+48,03
pumol ET/g e 667,99+191,71 ymol ET/g demonstraram diferenga estatistica (p<0,05) com os
demais extratos. No entanto, entre os dois extratores A70 e EOHB80 nédo ha diferenca

estatistica.

5.1.2 Efeito citotéxico do extrato da Sweet Jubilee

Atraves da avaliagéo de viabilidade celular com o ensaio de MTT foi possivel analisar
o efeito citotdéxico da Sweet Jubilee como mostrado nas figuras 1 e 2 referentes a linhagem
DU145 e figura 3 para a linhagem PC-3 nos tempos de incubacdo de 24h, 48h e 72h. O
periodo de 72 h foi descontinuado por ndo apresentar efeito citotdxico.

Foram utilizadas as concentracdes de 10-5000 ug/mL da uva liofilizada em meio de

cultura para o tratamento das duas linhagens. Para a DU145 no tempo de 24h as maiores
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concentragdes de 5000, 2500 e 1000 uyg/mL demonstraram resultados na diminuicdo da
viabilidade com suas respectivas porcentagens de 26,14%, 23,31% seguido de 33,99%, e no
tempo de 48h de tratamento com resultados de 46,66%, 34,01% e 39,81% comparadas ao
controle.

Com a linhagem PC-3, foi possivel observar também a diminuicdo da viabilidade
celular nas mesmas concentragbes com resultado 48,79%, 40,45%, 31,51%, porém no

tempo de 24h esta linhagem se manteve viavel.
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Figura 1. Percentual de inibicdo da viabilidade relativo ao controle de DU145 apds 24h de
tratamento
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Figura 2. Percentual de inibicdo da viabilidade relativo ao controle de DU145 apds 48h de
tratamento
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Figura 3. Percentual de inibicdo da viabilidade relativo ao controle de PC3 apds 24h de
tratamento

Através da metabolizagdo do sal de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) em formazan pelas enzimas mitocondriais das linhagens de
PC-3 e DU-145, foi possivel observar que em 48h a linhagem DU145 teve uma perceptivel
diminuicao da viabilidade celular, na concentragdo de 1000 e 5000 ug/mL no tempo de 48h.
A linhagem PC-3 também no tempo de 48h demonstrou atividade citotdxica.

Com base nos resultados de MTT, selecionamos duas concentragcdes das sete
concentracfes testadas para os ensaios de ciclo celular e apoptose. As concentracdes 1000
pMg/mL e 5000 pg/mL foram testadas no tempo de 48h de incubagado para visualizarmos
guando ocorre a diminuicdo da viabilidade celular durante o crescimento celular.

Tabela 4. Ciclo Celular da linhagem DU145 tratada com extrato de SJ (1000-5000
Hg/mL)

Concentracdes de uva

integral liofilizada Go/G1 S G2/M
Controle 64,63 +1,65 15,07£2,49 20,29+0,84
1000 pg/mL 68,57 +0,56 16,02+1,56 15,41+1,30
5000 pg/mL 79,04+1,25*%** 7 376+1,36** 13,59+1,28**

Os reultados sao expressos como porcentagem do total de células.
Diferencas significativas entre células ndo tratadas (controle) e células tratadas foram comparadas (**p<0,01;
*%k%
p<0,001).
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Na tabela 4 é demonstrado o aumento do percentual de células na fase Go/G:
(79,04+1,25%) e decréscimo de células na fase S (7,37+1,36%) e G2/M (13,59+1,28) em
comparagdo com o controle na concentracdo de 5000 pg/mL para a DU145. Na
concentracdo de 1000 ug/mL para a linhagem DU145, assim como em PC-3 (Tabela 5),

porém com esta nas duas concentracdes, ndo houve diferenca estatistica.

Tabela 5. Ciclo Celular da linhagem PC3 tratada com extrato de SJ (1000-5000 pg/mL)

Concentracfes de uva integral

liofilizada Go/Ga S G2/M

Controle 76.08£0,71 2,39+0,87 21,5240,82
1000 pg/mL 73.25+0.14 3.96+101 22,78+0,87
5000 pg/mL 70514173 7.2141.82 20,47+4,00

Os resultados sé@o expressos como porcentagem do total de células.
Diferencas significativas entre células néo tratadas (controle) e células tratadas foram comparadas (**p<0,01;
*k%
p<0,001).

No ensaio de apoptose foram avaliadas por citometria de fluxo o tipo de morte celular
causada pelos compostos bioativos da uva, e se seria capaz de desencadear 0 processo
apoptotico sem necrose. Para a linhagem de metéstase de cérebro (DU145) notamos que
ambas concentragdes (1000 e 5000 ug/mL) apresentaram diferenga estatistica em relagéo
ao seu controle com maior percentual de apoptose inicial e tardia (p<0,01 e p<0,001). Com a
primeira concentracdo apresentando apoptose inicial de 12,90+1,24% e tardia com
14,43+2,01% e a Ultima concentragcdo a apoptose inicial de 12,97+3,02% e tardia com
17,40+3,05% e nos dois resultados em relacdo a necrose ndo se tem diferenca estatistica
quanto ao controle. E possivel também observar esses resultados na figura 4.

Tabela 6. Taxa de apoptose da linhagem DU145 tratada com extrato de SJ (1000-
5000 pg/mL)

Concentragdes de uva integral

Apoptose Apoptose

A Viavel e ) Necrose
liofilizada Inicial tardia

Controle 84,93+2,05 7,42+0,97 5,6+0,91 2,02+0,95
1000 ug/mL 70,4742 97** 12 90+1,24** 14,43+2,01** 2 74+0,32
5000 pg/mL 66,90+5*** 12 97+3,02** 17,40+3,05*** 2 74+1,41

Diferencas significativas entre células ndo tratadas e células tratadas foram comparadas (**p<0,01; ***p<0,001).
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Figura 4. Células DU145 Controle (A) e tratadas com extrato de SJ (1000 pg/mL) (B) e
(5000 pg/mL) (C). Os guadrantes de cima para baixo em sentido horario: apoptose inicial
(Anexina V+ PI-), apoptose tardia (Anexina V+ Pl+), morte ndo apoptoética (Anexina V- Pl+) e
células viaveis (Anexina- Pl-)

A linhagem de metéastase de osso (PC3) ndo apresentou diferenca estatistica nos

ensaios de ciclo celular e apoptose. (tabela 7 e figura 5) para os respectivos experimentos.

Tabela 7. Taxa de apoptose da linhagem PC#3tratada com extrato de SJ (1000-5000 pg/mL)

Concentragdes de uvaintegral Apoptose Apoptose

liofilizada Viavel  "Ticial  tardia  ecrose
Controle 85.85:2.77 2.8120.55 559+1,00 5,75+2,19
1000 pg/mL 90,75+4.43 1,91+2,03 2,89+43.61 345131
5000 pg/mL 88.65+7.71 1,67+1.64 2.99+2.83 3,97+3,38

Diferencas significativas entre células nao tratadas e células tratadas foram comparadas (**p<0,01; ***p<0,001).

FLZ-H: PI
FLZ-H:PI

FL2-H: PI

FL1-H: ANNEXIN FL1-H: ANNEXIN FL1-H:: ANNEXIN

Figura 5. Células PC3 Controle (A) e tratadas com extrato de SJ (1000 pug/mL) (B) e (5000
pg/mL) (C). Os quadrantes de cima para baixo em sentido horéario: apoptose inicial (Anexina
V+ PI-), apoptose tardia (Anexina V+ PI+), morte ndo apoptotica (Anexina V- Pl+) e células
viaveis (Anexina- Pl-)
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5.1.3 Caracterizacao do perfil fitoquimico por UPLC-MSE

Os metabdlitos secundarios dos extratos de acetona e aquoso das amostras de uva
SJ integral e polpa foram determinados por UPLC-MSE. Globalmente, 67 compostos foram
separados e tentativamente identificados (tabela 8) e classificados de acordo com a base de
dados on-line Phenol Explorer em 4 classes: flavonoides, acidos fendlicos, estilbenos e
outros polifendis. Todos os parametros de identificacdo utilizados estdo apresentados nesta
tabela, 9 compostos foram confirmados com os padrées quimicos disponiveis (em negrito na

tabela).
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Tabela 8. Ildentificagdo de compostos fendlicos por UPLC-MSE nos extratos de acetona e aquosos das amostras de uva (polpa e

integral).
Mass Jub Jub
Putative compound Molecula m/z R:I' Score | FS (%) | Error | IS (%) Class Integral Integral Jub Pulp Ju!) Pulp
r Formula (min) p Acetona Agua
(ppm) Acetona Agua
1 | Scutellarein CisH1006 |285.0421 | 1.14 | 449 | 47.2 5.68 | 83.79 Flavonoids - X - -
2 | Pyrogallol CHeOs |125.0241| 1.21 | 56 | 85.4 | -2.54 |97.81 Other X X X X
polyphenols

" [npgenn 7Ogucoste | Catas [ 4191316 123 | 562 | s6a | 75 [sara| wonoes | - | x| - | x|

11 | Hydroxytyrosol CsH1003 |153.0553 | 1.67 | 49.5 | 57.6 -2.56 | 92.81 Other X X
polyphenols

15 | p-Anisaldehyde CsHsO» |135.0449| 1.75 | 377 | o | -2.12 |91.26 Other - X ; -
polyphenols
- Other
17 | Hydroxycoumarin isomer | CoHeO3 |161.0241 | 1.99 | 54.7 86 -2.10 | 90.11 - X - -
polyphenols
18 | Procyanidin dimer isomer | C30H26012 | 577.1344 | 2.08 | 52.3 | 65.8 -1.26 | 97.23 Flavonoids X X X -
. . Other
21 | Oleoside dimethylester CigH26011 | 417.1396 | 2.23 | 36.2 0 -1.55 | 82.87 X X - X

polyphenols



23 | Coumaric acid CoHsOs |163.0397 | 2.24 | 485 | 515 -2.46 | 93.82 | Phenolic acids -
24 | Procyanidin dimer isomer Il C30H26012 | 577.1342 | 2.25 | 50.5 | 61.6 -1.65 | 92.92 Flavonoids -
25 | Hydroxycoumarin isomer I CoHeOs |161.0243 | 2.26 41 15.6 -0.68 | 90.11 Other -
polyphenols
. Other
26 | Esculetin CoHeO4 | 177.0189| 2.33 39 0 -2.37 | 97.80 -
polyphenols
27 | 3.4-dihydroxy-5-methoxybenzoic acid | CsHsOs |183.0296 | 2.35 | 38.1 0 -1.87 | 92.66 | Phenolic acids -
28 | Procyanidin trimer C1 CssH3s018 | 865.1976 | 2.35 | 44.2 | 37.4 | -1.10 | 85.09 Flavonoids -
29 | (+)-Catechin CisH1406¢ | 289.0714 | 2.37 | 49.4 | 49.5 -1.20 | 99.00 Flavonoids X
30 | Hydroxycoumarin isomer Il CoHeOs |161.0240| 2.38 | 384 | 2.84 -2.29 | 91.92 Other -
polyphenols
3 | {*)-Gallocatechin / (-)- CisH14O7 | 305.0662 | 2.40 | 45.5 | 40.6 | -1.45 |88.67 | Flavonoids -
Epigallocatechin
Luteolin -O-glucoside / 6-
37 | Hvdroxyluteolin 7-O-rhamnoside / | CaaH20011 | 447.0927 | 2.40 | 48.3 | 525 | -1.22 |90.21 Flavonoids -
Kaempferol -O-glucoside / Quercetin
3-O-rhamnoside isomer |
33 | 3.4-Dihydroxyphenylacetic acid CgHsO4 | 167.0347 | 2.41 | 37.7 -1.82 | 90.85 | Phenolic acids -
34 | Isorhamnetin 3-O-glucoside C22H22012 |477.1032 | 2.44 | 36.4 -1.41 | 83.65 Flavonoids -
35 | Feruloyl tartaric acid C14H1409 | 325.0560| 2.49 | 55.1 78 -1.58 | 99.57 | Phenolic acids X
36 | Procyanidin dimer isomer IlI C30H26012 | 577.1343 | 2.54 | 53.8 | 76.7 -1.46 | 93.84 Flavonoids -
37 | Feruloyl glucose C16H2009 |355.1028 | 2.57 | 49.4 | 57.1 -1.90 | 92.19 | Phenolic acids X
Eriodictyol -O-glucoside /
38 | Dihydroquercetin 3-O-rhamnoside C21H22011 | 449.1081 | 2.58 | 54.3 | 81.4 -1.78 | 92.41 Flavonoids -
isomer |
39 | Hydroxybenzoic acid isomer Ill C7HeO3 | 137.0240 | 2.64 | 38.7 0 -3.14 | 97.35 | Phenolic acids -
40 | Isorhamnetin 3-O-rutinoside C22H22011 | 461.1084 | 2.68 | 47.5 | 455 -1.26 | 93.67 Flavonoids -
Psi-tectorigenin / Tectorigenin / 3'-
41 | Hydroxymelanettin / Koparin / C16H1206 |299.0553 | 2.70 | 53.9 | 86.9 -2.82 | 85.74 Flavonoids -
Hispidulin
42 | 3,7-Dimethylquercetin / Jaceosidin Ci17H1407 |329.0659 | 2.71 | 50.3 | 65.9 -2.21 | 88.00 Flavonoids X
43 | Hydroxybenzoic acid isomer IV C7HsO3 | 137.0239| 2.76 | 50.9 | 62.9 -3.96 | 96.39 | Phenolic acids -
44 | (-)-Epicatechin CisH1406 | 289.0714 | 2.76 | 47.7 | 41.1 -1.11 | 98.96 Flavonoids X
45 | Eriodictyol -O-glucoside / CotH220n1 | 449.1082 | 2.79 | 48.2 | 49.1 | -1.53 | 93.56 | Flavonoids -

Dihydroquercetin 3-O-rhamnoside
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46 | Dihydroxyphenylacetic acid CsHsO4 |167.0345| 2.85 | 50.8 | 63.7 -2.66 | 93.60 | Phenolic acids -
47 | Scopoletin C10HsO4 |191.0343 | 2.85 51.6 73.5 -3.46 | 88.86 Other -
polyphenols
48 | Procyanidin dimer isomer IV C30H26012 | 577.1343 | 2.98 | 37.2 | 4.82 -1.47 | 83.04 Flavonoids -
49 | Bergapten / Xanthotoxin C12HsO4 |215.0331| 3.08 | 39.6 | 20.5 -8.49 | 86.97 Other X
polyphenols
50 | Myricetin 3-O-glucoside C21H20013 | 479.0825 | 3.09 | 55.9 | 81.8 -1.18 | 98.89 Flavonoids -
51 | Dihydroquercetin 3-O-rhamnoside C21H22011 | 449.1084 | 3.39 | 51.8 | 71.8 -1.25 | 88.48 Flavonoids -
52 | Isopimpinellin C13H100s | 245.0447 | 3.46 | 40.5 20.5 -3.30 | 85.81 Other -
polyphenols
53 | Quercetin 3-O-glucuronide C21H18013 | 477.0663 | 3.46 | 439 | 255 -2.38 | 97.03 Flavonoids -
54 | 6"-O-Malonylgenistin C24H22013 | 517.0978 | 3.46 | 40.9 | 24.8 -1.81 | 81.93 Flavonoids -
55 | Naringenin / Butein /6,7,4'- CisH120s | 271.0606 | 3.47 | 48.8 | 50.3 | -2.22 | 96.56 | Flavonoids -
Trihydroxyisoflavanone / Butin
56 | Catechin-O-gallate C22H18010 | 441.0822 | 3.47 | 48.9 47 -1.21 | 98.84 Flavonoids -
57 | Quercetin 3-O-glucoside C21H20012 | 463.0877 | 3.48 | 55.7 | 81.1 -1.17 | 99.07 Flavonoids X
Luteolin -O-glucoside / 6-
5g | Mvdroxyluteolin 7-O-thamnoside / | \\ 14470095 | 349 | 463 | 522 | -1.70 | 8114 | Flavonoids -
Kaempferol -O-glucoside / Quercetin
3-O-rhamnoside isomer I
59 | Isoferulic acid Ci0H1004 | 193.0501 | 3.54 | 37.2 0 -2.54 | 88.84 | Phenolic acids -
Eriodictyol -O-glucoside /
60 | Dihydroquercetin 3-O-rhamnoside C21H22011 | 449.1083 | 3.58 | 52.4 | 64.5 -1.36 | 99.06 Flavonoids X
isomer Il
61 | Kaempferol 7-O-glucoside C21H20011 | 447.0927 | 3.81 | 57.6 | 96.9 -1.23 | 92.73 Flavonoids X
g || et mE=e T el eI/ CisH1006 |285.0396 | 3.82 | 36.1 | 0 | -2.92 |83.79| Flavonoids -
6,3',4'-Tetrahydroxyisoflavone
Isorhamnetin 3-O-glucoside / .
63 . . C22H22012 |477.1033 | 3.88 | 53.2 | 711 -1.09 | 96.05 Flavonoids X
Isorhamnetin 3-O-galactoside
64 | 6"-O-Malonyldaidzin C24H2201> [ 501.1031| 3.90 | 36.9 0 -1.46 | 86.47 Flavonoids -
65 | Naringin 4'-O-glucoside C21H22010 | 433.1134 | 3.97 | 54.1 | 76.2 -1.41 | 95.78 Flavonoids X
66 | Resveratrol 3-O-glucoside C20H220s |389.1236| 3.98 | 56.6 | 97.5 -1.64 | 87.48 Stilbenes -
67 | Ferulaldehyde Ci0H100s |177.0555 | 6.60 | 37.7 | 0 | -1.40 |90.37 Other X
polyphenols

m/z: mass/charge; RT: retention time; FS: fragmentation score; IS: isotope similarity. Bold: reference standards.
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A partir dos compostos identificados, foi construido uma tabela considerando a abundancia
dos compostos identificados baseado na contagem de ions. Nota-se claramente que o
extrato aquoso de uva integral demonstrou maior nidmero de compostos identificados
seguido do extrato acetdnico de uva integral com 63 e 45 compostos respectivamente, se
comparado com o0s extratos aquoso (26) e acetdnico (16) da polpa de SJ. Para a principal
classe de cada grupo das amostras, ndao havendo separacdo por extrator, sendo 0s
flavondides na amostra integral e os 4cidos fendlicos na amostra da polpa demonstrando que
a casca da uva possui grande quantidade de compostos fendlicos e quando se observa
essas diferentes composicdes de compostos bioativos pela extracdo aquosa e da acetona
nota-se que o seu perfil metabdlico, ou seja, compostos que sdo exclusivos para cada
extrator como o acido isoferulico e acido gentisico presente somente na extracdo aquosa da

SJ integral favoreceu a sua remocao.

Tabela 9. Classes de compostos bioativos de extratos aquoso e acetdnico da uva integral e
polpa

Classes (n/%) Jub Integral Acetona JubAlghzgral Jub Polpa Acetona Jub Polpa Agua
Flavonoides 26 57,78% 493211% 5  31.25% 9  34,62%

pgﬁgﬁgis 6 13.33% 17,1416% 2 12,5% 5 1923%

FeArfé?i‘ézs 12 26.67% 312705% 9 56,25% 12 46,15%

. 1
0, - -
Estilbenos 1 2,22% 1,59%
Total 45 (100%) 63 (100%) 16 (100%) 26 (100%)

n — nimero de compostos identificados / % - porcentagem total de compostos entre as classes comparado com
o total

A classe dos flavonoides foi predominante na uva integral representando 58% quando
se utilizou acetona e 49% com uso da agua, seguido dos acidos fendlicos com 27% e 32% e
outros polifenéis com 13,33% e 17,46%. O estilbeno foi encontrado apenas nos extratos da
uva integral, indicando que esta classe de composto fendélico muito comum na uva, conforme

tabela 9, representada pelo resveratrol glicosideo é proveniente da casca.



Com as amostras da polpa, os acidos fendlicos representam 56% e 46% para extrato
acetbnico e para o extrato de agua seguido da classe de flavonoides 31% e 35% e outros
polifendis possuindo a proporgdo de 12,5% e 19%. Em ambas as amostras, observa-se que
a agua foi mais eficiente para extracdo de um maior numero de compostos fendlicos em
todas as classes acima mencionadas.

Para caracterizar e classificar os 4 extratos de uva de acordo com o perfil fitoquimico,
utilizou-se a Andlise de Componentes Principais (ACP) conforme Figura 4. Sendo possivel
notar quais foram os metabdlitos significativos / representativos para a caracterizacao e

classificacdo dos extratos de uva por perfil de extrato .
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Gallic acid ethyl ester isomer I**
Myricetin 3-O-glucoside™
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Figura 6. Projecao variavel dos compostos fenolicos tentativamente identificaveis em
extratos de acetona e agua.

Estes parametros foram significativamente carregados nos dois principais
componentes principais (PC 1 e PC 2), explicando 99% da variancia. O primeiro componente
principal (PC1) foi capaz de explicar 91% da variacdo, enquanto o segundo (PC2) explicou
8% da variacéao total (Figura 4). O grafico de dispersao dos escores dos extratos de uva para

PCl e PC2 demonstra que o tipo de amostra (polpa ou integral) de uva apresenta
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proporcdes diferentes na sua composicao e no perfil de metabolitos extraidos, enquanto que
os extratores utilizados extraem metabdlitos similares.

A abundéancia relativa dos compostos que explicaram o ACP pode ser analisada na
Figura 7, ou seja, 0s compostos que sdo responsaveis por distinguir uma amostra da outra.
Cada célula colorida no heatmap corresponde a abundéancia relativa, com compostos em
linhas e amostra em colunas.

A epicatequina é um metabdlito com grande abundéancia relativa no extrato aquoso da
polpa de uva. No extrato integral com uso da acetona temos isorhamnetina 3-O-glucosideo,
galocatequina/epigalocatequina, kaempferol 7-O-glucosideo, orobol/luteoloina, dimero de
procianidina. Seguido da amostra aquosa da uva integral com quercetina 3-O-glucuronideo,
eriodictiol-O-glucosideo / diidroguercetina 3-O-ramnosideo.

A Figura 5 apresenta o heatmap baseado na intensidade de 15 metabdlitos oriundos
de extratos de agua e acetona da polpa e fruta integral da uva. A abundancia dos metabdlitos

avaliados por UPLC-MSE é representadas por cores no eixo X.

E& class class
1

Hydrosytyrosol Jub Integral Acetons
Jub Integral Water
0.5 Jub Pulp Acetons
Enodictyal -O-ghs Jub Pup Water
Quercetin 3-0-gluc 0

Lutendin -O-glucos

—Epicatec hin

0.5

Isorhamnetin 3-0-r
Psi-tectongenin | I -1

|5 opim panelin

Eroadiic tyiol -O-glhu
Hydroxybenzoic aci
Isorhamnetin 3-0-g
-Gallecatechn [ -
Kaempferol T-C-glu
Orobol I Luteolin
Procyanidin dimer

auoja2y ding qnp
e, ding gnp
auoiaoy reibaw) gnp
s=pep feibaw) gnp

Figura 7. Analise de agrupamento hierarquico (HCA) e mapa de calor dos compostos
bioativos nos extratos de Sweet Jubille extraidos com solventes aquosos (Water) e
acetandlicos (Acetone), em polpa e fruta integral.
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6 Discussao

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar e determinar a influéncia do
extrato de uva hibrida nas linhagens celulares do cancer de prostata humano. Na analise de
compostos fendlicos, a SJ demonstrou resultado superior ao encontrados na literatura com
uvas nao hibridas como Muscadina nobre (Vitis rotundifolia) (You et al., 2012), 6 variedades
de Vitis vinifera L., Feteasca neagra e Pinot noir (Balea et al., 2020), Blaufrankisch e Merlot
(Pavi'c et al., 2019), Cabernet Sauvignon e Mamaia (Moldovan et al., 2020), e uma variedade
de uva preta chamada Michele Palieri (Milella et al., 2019). Na comparacédo com outras uvas
hibridas (Samoticha et al., 2017), avaliou-se 28 uvas hibridas brancas e vermelhas com
resultados de compostos fendlicos variando de 1037,0 mmol ET/g (Cascade cv.) até 5759,1
mmol ET/g (Roesler cv.), o conteudo dos compostos fendlicos tém varios fatores
determinantes, como condi¢cdes ambientais e de cultivo, grau de maturidade e nas uvas mais
escuras se tem 0 aumento desses compostos no ultimo estadgio de maturacéo.

Nos ensaios de DPPH, ABTS, FRAP e ORAC para atividade antioxidante o extrato
obteve elevada capacidade antioxidante. Pelo método de DPPH, os resultados da
capacidade de reducdo se comparados com resultados de Moldovan (2020) com as uvas,
Feteasca neagra, Cabernet Sauvignon e Mamaia com valores respectivamente 62,48%,
72,43% e 54,93% mostrando menor capacidade antioxidante se comparada com SJ assim
como com os resultados de Pavi (2019) com as variedades de Vitis vinifera L.Blaufrankisch
(57,69%) e Merlot (57,50%). Na comparacdo do método ABTS, a SJ em comparacdo com
uvas hibridas demonstrou resultado superior (743851,27 + 78475,88 umol ET/g) quando
comparando com os resultados de de 34,6 mmol ET/g e com de 367,5 umol ET/ g para as
uvas Millot Rothay e Bordd, obtidos por Samoticha (2017) e Burin et al. (2014),
respectivamente. Considerando o ensaio de FRAP, Moldovan apresentou resultados (2019)
com as amostras de um mix de bagaco de uva vermelha, uma mistura de partes iguais de
das variedades de Vitis vinifera: "Pinot Noir’, "Feteasca neagra’, "Cabernet Sauvignon' e
"Mamaia’, uma segunda a amostra com uva branca em uma mistura de partes iguais de
bagaco das variedades "Muscat Ottonel” e "Sauvignon Blanc’, e tendo a ultima amostra uma
mistura de partes iguais de todas as variedades com isso os resultados de FRAP foram
respectivamente 2652,50 + 6,49 umol ET/ g, 3908,42+12,85 pymol ET/ g e 997,81+2,18 umol
ET/ g. No método direto, ORAC, a uva Muscadine (Vitis rotundifolia) 129,06 + 1,97 ymol ET/
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g no trabalho de You (2012) porém com a Vitis vinifera L. black grape (cv. “Michele Palieri”)
no trabalho de Milella (2019) os resultados foram entre 418,53+9,50 uymol ET/ g e
687,17+5,01 ymol ET/ g com as variagdes de tempo, temperatura e concentracdo do
extrator.

Os resultados da uva hibrida Sweet Jubilee nos ensaios de atividade antioxidante e
compostos fendlicos apresentaram resultados expressivos na comparacdo com a cor do
fruto, parte do fruto e diversidade de extrator. Estes resultados geram novas possibilidades
para melhor mensuracdo como a temperatura e tempo correlacionando-se e determinacao
de extratores candidatos.

E necessario compreender os mecanismos de acdo das moléculas bioativas, sabendo
gue a composicdo das fontes alimentares, como frutas ou vegetais, consiste em varios
polifendis, representados por diferentes classes de fitoquimicos que trazem beneficios a
saude. A nivel molecular, a interacdo dessas moléculas pode causar a ativacdo ou inibicao
de certas vias moleculares (Kumar et al., 2018).

A carcinogénese envolve um processo de estagios mudltiplos, como iniciagéo,
promocdo e progressdao do tumor, que estdo intimamente ligados entre si. E as espécies
reativas de oxigénio ao reagir com proteinas, lipidios e acidos nucleicos, prejudicam o
funcionamento celular e danificam as membranas e o material genético das células. E sdo
capazes de reagir com o DNA, gerando danos irreversiveis em genes importantes para o
controle do ciclo celular, o que pode culminar, em ultima analise, na formacédo de uma célula
neoplasica, que vai se dividir descontroladamente até formar massas liquidas ou sdlidas
(tumores), configurando o cancer. Em contraste com a iniciacdo, a promocao do tumor é
considerada um processo relativamente longo e reversivel no qual células pré-neoplasicas
em proliferacéo ativa se acumulam. A progresséo, estagio final da transformacéo neoplasica,
envolve o crescimento de um tumor com potencial invasivo e metastatico. (Surh, 2003;
Nirmala et al., 2017; de Deus et al., 2020).

Nos ensaios com cultura de células: viabilidade celular, ciclo celular e apoptose, os
resultados serdo discutidos com base nos ensaios que em sua maioria utilizaram, extrato em
po, extrato das sementes da uva, metabdlitos secundarios sozinhos ou acompanhados do
extrato de uva. Segundo (Camby et al., 1994) linha de células PC-3 parece manter um maior
grau de diferenciagcdo do que a linha de células DU145, ambas sado insensiveis aos
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androgenos e o crescimento é semelhante, pois crescem como colbnias. As duas linhagens
também assumem a forma de ilhas contendo células poligonais predominantemente
adornadas em monocamadas, com elementos no centro se empilhando uns sobre 0s outros.
A linhagem de células PC-3 parece manter um maior grau de diferenciacdo do que a linha de
células DU145.

Para a viabilidade celular, o extrato de uva enriquecido com estilbenos - resveratrol
(trans-3,5,4'-trinidroxiestilbeno, Res) e o pterostilbeno (trans-3,5-dimetoxiestilbeno, Pter) - por
meio de procedimentos de extracdo, apdés 72h de tratamento demonstrando um efeito
modesto com extrato em pé contendo diferentes variedades de uva (200 pug / mL) e enquanto
Res e Pter inibiram significativamente a viabilidade das células DU145 e PC3 (Kumar et al.,
2018). Uma uva selvagem nativa de Taiwan V. thunbergii var. Thunbergii tem o seu extrato
causando a diminuicdo na porcentagem de células viaveis em 48h na linhagem DU145 (Lin
et al., 2018). Em outros tipos de cancer em se tratando da viabilidade celular a uva
demonstrou resultados significativos como o cancer de mama com tratamento das linhagens
MDA-MB-231 and MCF-7 em 48h ocorreu a reducdo da viabilidade celular utilizando
resveratrol, proantocianidinas de semente de uva e suas combinacdes (Y. Gao & Tollefsbol,
2018). O cancer de pulmédo nas linhagens Ab549 (adenocarcinoma), H1299 (NSCLC
metastatico), DMS114 (cancer de pulmdo de células pequenas, SCLC) e H23
(adenocarcinoma) foram tratados com procianidina de semente de uva tendo como alvo um
micro RNA oncogénico e como resultado apds overnight uma reducdo de 60-70% na
viabilidade celular (Xue et al., 2018).

Alteracdes moleculares associadas a carcinogénese ocorrem nas vias de sinalizacao
celular que regulam a proliferacdo e diferenciagédo celular e que mantém a homeostase € a
familia de serina / treonina quinases dirigidas por prolina (proteinas quinases ativadas por
mitogénio - MAPKSs). Os canceres sdo semelhantes aos produtos de mutacdes deixando as
células sem o ciclo normal de sobrevivéncia, de crescimento e da sua proliferacdo pois as
células cancerosas sdo menos dependentes de sinais provenientes de outras células do que
as células saudaveis, podendo sobreviver por mais tempo e crescer mais e dividir-se mais do
gue as células normais e com isso produzindo tumores que podem levar ao 6bito. Células
cancerosas sao definidas por proliferar desafiando as restricbes normais e por invadir e

colonizar territorios reservados a outras células. Com isso, podem iniciar a tumorogénese
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ormando tumor maligno ou benigno se possuir apenas a primeira caracteristica e caso
possua as duas caracteristicas podem gerar um tumor maligno com suas células que podem
desprender do tumor primario fomando outros tumores (metastase) (Surh, 2003; Alberts et
al., 2017).

Os agentes com capacidade significativa para retardar o inicio do tumor, reduzindo a
incidéncia do tumor e inibindo a sua progressao podem ser chamados de agentes quimio
preventivos. Estes s&do divididos em agentes bloqueadores e agentes supressores. Os
agentes blogueadores evitam que 0s carcindgenos atinjam os locais-alvo, sofram ativacao
metabdlica ou, subsequentemente, interajam com macromoléculas celulares cruciais (por
exemplo, DNA, RNA e proteinas). Os agentes supressores, por outro lado, inibem a
transformacdo maligna das células iniciadas, tanto na fase de promoc¢do quanto na de
progressdo. Podendo entdo agir como blogueador ou na revercdo do estagio pré-maligno
(iniciacdo e promocéao) da carcinogénese em varias etapas (Surh, 2003; Nirmala et al., 2017).

Nos experimentos de ciclo celular e apoptose, em um trabalho com DU145 em
tratamentos de 24 e 48 horas, 0 extrato induziu a parada da fase Go/G1 e morte celular (fase
subG1), e esses efeitos ocorreram de maneira dependente do tempo e 0s niveis de proteina
associados a essas fases p27, p21 e CDC25A (Western blotting) tiveram um aumento em
células DU145 e os niveis de proteina de ciclina E e D diminuiram, as proteinas que tiveram
aumento foram associadas com a parada do ciclo celular na fase Go/G1, 0 extrato também
induziu significativamente a morte celular por apoptose levando a marcas morfolégicas e
bioquimicas, como encolhimento celular, formacdo de bolhas na membrana e condensacao
da cromatina nuclear sendo esses efeitos dependentes do tempo (Lin et al.,, 2018). Em
outros trabalhos demonstraram que extrato em pé de semente de uva regulou negativamente
a Ciclina D1 e uma ligeira regulacado positiva de PTEN — um supressor de tumor, modula a
apoptose e ciclo celular e migracdo - em células DU145, e os niveis de pAkt (promove a
sobrevida celular e impede a apoptose) foram afetados pelo tratamento com o extrato em
células PC3 e a expressao de p21 foi induzida de uma maneira dependente da dose apos o
tratamento com o extrato em PC3 (Agarwal et al., 2000; Kumar et al., 2018).

Em uma fracdo polifendlica isolada de sementes de uva rica em procianidinas
testadas na linhagem DU145 trouxe resultados sugestivos de que esse tratamento

possivelmente envolve a modulagcédo da sinalizacdo mitogénica e reguladores do ciclo celular
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e inducéo da parada da fase G1, inibicdo do crescimento celular e morte apoptotica (Agarwal
et al., 2000), segundo Yar Khan e colaboradores (2012) sua atividade diferencial em
direcionar seletivamente as células cancerosas enquanto preserva as células normais
atuando como pro-oxidantes, através da inducédo e a degradacdo do DNA na presenca de
ions metalicos como o cobre. Esse mecanismo para os polifendis que envolve a mobilizacéo
do cobre ligado a cromatina e a consequente acdo pro-oxidante que leva a morte celular
possuem atividade anticancer e indutoras de apoptose. Uma vez que é conhecido que 0s
niveis de cobre nos tecidos e células sédo significativamente elevados em uma série de
doencas malignas, as células cancerosas estariam mais sujeitas a ciclos redox entre ions
cobre e polifendis para gerar espécies reativas de oxigénio (ROS) responsaveis pela quebra
do DNA.

Em outros tipos de cancer como o colorretal (Ravindranathan et al., 2019). O uso de
proantocianidinas oligoméricas de extratos de sementes de uva demonstrou a parada do
ciclo celular, quebras de fita dupla e acumulo da proteina p53 nas células. No cancer de
pulmdo (Mao et al., 2016) extrato de procianidina de semente de uva inibiu de forma
dependente da dose a proliferagcdo e induziu a apoptose e regulou negativamente o
microRNA conhecidos como oncomirs que podem mediar efeitos pré ou antitumorais.

O uso de metabdlitos secundéarios separados na quimioprevencdo tem uma baixa
biodisponibilidade e metabolismo rapido, limitando os estudos, por isso utilizar o extrato de
uva que contém uma mistura de compostos bioativos pode apresentar farmacocinética e
poténcia farmacoldgica superior a metabdlitos isolados, portanto maior potencial como
medicamento de produto natural (Kumar et al., 2018). Por isso também verificamos os
compostos presentes na uva SJ para a caracterizacdo dos compostos fendlicos.

A (-)-epicatequina pode exercer acdo cardioprotetora (Panneerselvam et al., 2010;
Ramirez-Sanchez et al., 2010), e ao ser coexposto com outros metabdlitos esse flavonoide
tem aumentada a sua biodisponibilidade (Sanchez-Bridge et al.,, 2015), Os efeitos na
distribuicdo do ciclo celular mostraram que a interrupcdo do ciclo celular na fase G2 foi
induzida, atividades supressivas foram associadas ao grau de oligomerizacao (Takanashi et
al., 2017). A isorhamnetina 3-O-glucosideo foi capaz de mitigar lesdes hepaticas (lgarashi et
al., 2008) também mostrou inibicdo mais forte se comparados com outros flavonoides nas

células CaCo-2 (F. Gao et al.,, 2020). Com a galocatequina/epigalocatequina, na acao
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combinada da Curcumina pode reduzir a expressado da Hsp90 eventualmente controlando a
inflamacéo, a Hsp90 € uma chaperona molecular envolvida na estabilizacdo de proteinas
inflamatérias (Umme Hani et al., 2019). E (-) O galato de epigalocatequina pode funcionar
como um agente anti apoptatico inibindo a fosforilagcdo induzida por H202 de fosforilacdo da
c-Jun N-terminal quinase e p38 ativada por MAPK (Choi et al., 2005) , epigalocatequina
também é um potente antioxidante e a administragdo combinada de dexametasona com
epigalocatequina aumentou a eficicia antiartritica da terapia com dexametasona basal e
suprimiu a fase de desenvolvimento da progressao artritica em ratos (Roy et al., 2013). O
metabdlito secundario, kaempferol 7-O-glucosideo, quando encontrado como um dos
principais compostos combinado com outros flavonoides tem potencial na inibicdo de radicais
livres (Pandey et al., 2020). Um potente inibidor da fosfatidilinositol 4-quinase (P14K), orobol,
produziu sensibilidade a cisplatina 2 vezes maior em células de carcinoma de ovario
humano, reduzindo o nivel de citocromo c (Isonishi et al., 2003). A luteoloina induz a morte
celular da linhagem tumoral de neuroblastoma SH-SY5Y, com a inibicdo do crescimento de
células induzindo apoptose acompanhada de parada de crescimento do ciclo celular GO/G1 e
perda concomitante do potencial de membrana mitocondrial (F. Wang et al., 2014). O dimero
de procianidina e seus metabdlitos antioxidantes preveniram a progressao da formacédo de
catarata por sua acao antioxidante, as moléculas maiores podem contribuir para a atividade
anticatarata (Yamakoshi et al., 2002). O dimero de procianidina também inibe citocinas pro-
inflamatorias, TLRs e inativam células T naive ao inibir a secrecdo de interferon-y e IL-2
demonstrando ter um papel imunofarmacolégico na resposta imune contra o
desenvolvimento e progressdo de muitas doengas cronicas (Sung et al, 2013). A
guercetina-3-O-glucuronideo (Q3G) direcionada ao cérebro pode modular simultaneamente
varios mecanismos independentes de modificacdo da doenca de Alzheimer como a beta
amoldide que reduziu a geracao de peptideos (Ho et al., 2013). O Q3G suprimiu os efeitos da
noradrenalina nas células do cancer de mama humano, pois esse endogeno induz a dano
oxidativo, e proliferagdo de células de cancer de mama (Yamazaki et al., 2014). Com
eriodictiol-O-glucosideo / diidroquercetina 3-O-ramnosideo ndo foi encontrado trabalhos
experimentais com cultura de células. Estes compostos foram tentativamente identificados na
SJ pela primeira vez (Tabela 8) e sdo parcialmente semelhantes aos achados da literatura

como os flavonoides epicatequina, querticina e catequina, os acidos fenélicos como o acido
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galico e acido cafeico (Chafer et al., 2005; Zeghad et al., 2019; Sochorova et al., 2020),

encontrados em extratos de uvas integral, polpa e semente.
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7 Conclusao

Os extratos de etanol e metanol apresentaram os melhores resultados para as
analises de atividade antioxidante e de compostos fendlicos totais enquanto o extrator
composto por metanol 50% e acetona 70% demonstrou maior quantidade desses compostos
na uva hibrida Sweet jubilee.

Para caracterizacdo da uva hibrida foram identificados 67 compostos sendo o0s
flavonoides, polifendis, acidos fendlicos e estilbenos as classes encontradas na fruta integral
e na polpa.

A uva integral liofilizada foi capaz de causar efeito citotoxico, demonstrado nos
resultados de viabilidade celular, seus compostos inibiram o crecimento e a proliferacado
celular em PC-3 e em DU145 a inibicdo do crescimento e morte apoptética pela parada do
ciclo celular na fase GO/G1.

O expressivo resultado de atividade antioxidante e compostos fendlicos presentes na
uva hibrida Sweet jubilee desta forma apresenta as possibilidades biotecnol6gicas para sua
aplicacdo seja na area de saude ou na area de alimentos, como um possivel antioxidante na
industria alimenticia.

Aspectos ainda nao elucidados podem ser respondidos com a continuidade desse
trabalho incluindo células saudaveis como controle e um comparativo do farmaco atual para
tratamento do cancer de prostata com a utilizacdo da uva em seu extrato etandlico e ensaios

de biologia molecular como PCR e Western Blot e futuros estudos in vivo e ensaios clinicos.
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