16

k€ Efeitos do extrato de bagaco
de uvas na esteatose hepatica,
uma avallacao in vitro

Camila Rubia
UNICAMP

Alessandra Gambero
PUCC

Juliana Alves Macedo
UNICAMP

\\OI 10.37885/200800933



RESUMO

A doenca hepatica gordurosa nao-alcodlica (DHGNA) é uma das doengas hepaticas mais
comuns no mundo. A esteatose hepatica, basicamente, pode ser definida como o acumulo
de lipidios no figado. Os compostos fendlicos dos alimentos tém recebido atencéo devido
aos seus possiveis efeitos benéficos a saude, e as uvas e seus residuos sao fontes ricas
nesses compostos. Muitos estudos apontam as biotransformagdes enzimaticas como
alternativa para melhorar a biodisponibilidade e bioatividade dos compostos fenélicos.
O objetivo deste trabalho foi avaliar se extratos fenélicos obtidos com residuos industriais
de uva, antes e ap0s a biotransformag¢ao com tanase (tanino acil hidrolase), sdo capazes
de inibir o acumulo de acido oleico (OA) em um modelo de esteatose hepética in vitro,
usando a linha de células HepG2. Seis extratos foram produzidos com bagaco de uva
tinta, de uva branca, e de tinta e branca juntas, com e sem a enzima tanase. Esses
bagacos sédo compostos por cascas, sementes e caules de uvas provenientes da industria
vinicola e de sucos do sul do Brasil. A concentra¢do nao citotoxica das amostras utilizadas
(100 e 200 pg/mL) foi determinada pelo ensaio MTT. Culturas de células HepG2 foram
induzidas a esteatose pelo método descrito por Gomez-Lechon et al (2007), e expostas as
diferentes amostras para avaliagdo do acumulo de 6leo. Na grande maioria das amostras
ocorreu a redug¢ao do acumulo lipidico quando comparada ao controle, que n&o recebeu a
intervengdo. A reducdo do acumulo lipidico variou entre 8 e 15%, e vale ressaltar que os
extratos biotransformados com a enzima tanase, também teve efeitos positivos quando
comparados aos extratos que ndo passaram por esse processo. Esses resultados indicam
que os compostos fendlicos desse extrato de uva podem ser promissores no tratamento
da esteatose hepatica, pois foram capazes de reduzir o acumulo de lipidios nas células
quando comparados ao controle.
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INTRODUCAO

De maneira simplificada, a esteatose hepatica pode ser definida como um acumulo
excessivo de triglicerideos nos hepatdcitos.! Esse acumulo lipidico pode atingir 5 a 10% do
peso total do figado. 2 Os triglicerideos séo os principais lipidios armazenados, mas é possi-
vel acumular acidos graxos livres, colesterol e fosfolipidios. Estima-se que a prevaléncia de
esteatose hepéatica é de cerca de 24% na populagao geral, e € um grave problema clinico
no mundo, principalmente em razao do aumento de risco de progresséo para alteragdes
necroinflamatoérias mais sérias, como cirrose e cancer hepatico.33657

A esteatose hepatica ocorre por varias razdes, e existem duas condi¢cdes principais
associadas: a doenca hepatica gordurosa alcodlica (DHGA) e a doenga hepatica gordurosa
nao-alcodlica (DHGNA), que em geral estd associada a causas metabdlicas e nutricionais,
principalmente obesidade.>¢ Hepatites virais e consumo de algumas drogas (quimioterapicas
e esteroides) também podem induzir ao acumulo lipidico hepatico.* Resisténcia insulinica €
um dos disturbios metabdlicos presentes no processo de esteatose, porém néo se tem muito
estabelecido se essa seria uma causa, ou mais um efeito da doenga.?*

Nos ultimos anos, levantou-se também a possibilidade de um novo fator que induz ao
acumulo lipidico hepatico: o aumento do consumo de frutose. Diversos estudos epidemio-
l6gicos relacionam o consumo exagerado de frutose com doengas metabdlicas, e isso se
deve em parte pelo aumento da lipogénese induzida pela frutose, ja que a frutose ingerida na
dieta, ao contréario da glicose, € preferencialmente metabolizada no figado. “>#' Os mecanis-
mos que induzem a essa lipogénese em excesso ainda ndo sao completamente elucidados,
porém acredita-se que tal fato ocorra devido a acéao eficiente da hexoquinase e aldolase B,
fundamentais no processo. 4243

Os dados exatos ainda s&o desconhecidos, mas com o aumento das taxas de obesi-
dade nas ultimas décadas, estima-se que a incidéncia de DHGNA esteja aumentando na
mesma proporcao. Calcula-se que a prevaléncia de DHGNA na populacéo adulta é de cerca
de 25%.57% Na populagao obesa, essa prevaléncia é cerca de *° vezes maior do que em
pessoas nao obesas.2 A DHGNA também é mais comum nos homens do que nas mulheres.

A DHGNA pode ser dividida em 2 tipos: o primeiro é o figado gorduroso ndo alcodlico,
gue € uma esteatose hepatica sem inflamacéo e fibrose exacerbadas. Geralmente € uma
condi¢ao condicional benigna e reversivel, com menor risco de progressao para cirrose ou
insuficiéncia hepatica. O segundo tipo € a esteato-hepatite ndo alcoodlica (EHNA/NASH).
Nessa condicédo, a inflamacéo esta presente, causando lesdo hepatica e possivel necrose
celular, com maior risco de progressao para uma condicao grave.”®

A patogénese da DHGNA/NASH néo € completamente elucidada. Primeiramente ocorre
o deposito lipidico macrovesicular nos hepatécitos, acredita-se que tal fato ocorra devido a
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resisténcia a insulina, obesidade e também por desregulacdo metabdlica. Posterior a isso,
a inflamacao em si comeca e aumentando entédo a possibilidade de uma evolucéo para fi-
brose e outros. O estresse oxidativo que ocorre no processo inflamatério é responsavel por
induzir a producao das enzimas P450, que promovem, dentre outras coisas, a peroxidacao
lipidica e a disfun¢ao mitocondrial.” Durante esse processo, acredita-se também que ocorre
a deposicao de ferro nos hepatocitos, aumentando ainda mais os danos. ©

Figura 1. Espectro da doenca hepdtica gordurosa ndo alcodlica (DHGNA). - (a) Figado normal; (b) Esteatose isolada; (c)
Esteato-hepatite ndo alcodlica (NASH); (d) Cirrose; Cancer hepatico — Arab et al (2018)39

a Normalliver b Isolated steatosis € NASH d Cirrhosis

o

A maioria dos pacientes com DHGNA é assintomatica. Quando ocorrem sintomas,
esses costumam ser pouco especificos como fadiga e dor abdominal no quadrante superior
direito, e ocasionalmente prurido e nduseas. Sintomas mais especificos como ascite, icte-
ricia, sangramento gastrointestinal e hipertensao portal costumam aparecer em pacientes
com o quadro ja em estagio evoluido, quando a cirrose ja esta estabelecida. ** No exame
fisico, a caracteristica mais comum é a obesidade e hepatomegalia, que costuma aparecer
em até 75% dos pacientes. *°

A alta prevaléncia de obesidade e suas comorbidades, como é o caso da DHGNA,
fazem com que a atencéo a alimentagdo crescga e se torne mais evidente a cada dia. Nes-
se sentido, os chamados nutracéuticos podem auxiliar no caminho para a adogéo de um
estilo de vida mais saudavel. Nutracéuticos podem ser definidos como alimentos, parte de
alimentos ou nutrientes que sao administrados em formas farmacéuticas.®® Nesse sentindo,
a necessidade do setor industrial em atender as exigéncias do mercado, e assim fornecer
esses produtos que possam contribuir para um melhor qualidade de vida do consumidor, tem
impulsionado pesquisas a respeito dos compostos bioativos, principalmente os compostos
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fendlicos. Frutas e vegetais sdo importantes fontes desses compostos, que sao encontrados
tanto nas cascas, bagaco, polpa e sementes. Dentre as frutas ricas em compostos fendlicos,
destacam-se as uvas. Flavondides, estilbenos, acidos fendlicos e taninos compde a enorme
lista de compostos fendlicos que podem ser encontrados em uvas. 2

Concomitante a isso, temos também o crescimento do setor de alimentos e agricultura,
resultando, consequentemente, no aumento na producédo de residuos agroindustriais. Dessa
maneira, a ideia de aproveitar e agregar valor a esses residuos gerados pela industria tem
se tornado cada vez mais interessante, pois além de contribuicdo na preservacao do meio
ambiente, esses residuos tém grande potencial para a geracao de novas fontes de renda
para industria de alimentos e até mesmo farmacéutica.

O Brasil ocupou 0 13° lugar na producao mundial de uvas em 2015, atingindo quase
1.500.00 toneladas de uvas. Mais da metade dessa produgao se destina ao processamento
(vinho, sucos e derivados). A EMBRAPA estima que 25% das uvas processadas se tornam
residuos. Estudos indicam que durante a producéao de seis litros de vinho, ocorra o descarte
de um quilograma de bagaco. 4

Os residuos industriais das uvas sdo uma fonte importante de compostos fenolicos e
fibras. 516 Estudos anteriores tem mostrado os potenciais efeitos antiinflamatérios', anti-
proliferativos18 e a atividade antitumoral19 do bagaco de uva.

Além do aproveitamento de residuos industriais de baixo valor agregado como fonte
de compostos fendlicos, uma importante inovagao proposta por esse trabalho é a biotrans-
formacé&o dos polifenois dos residuos de industriais de uva, pela agcao da enzima tanase,
gerando um produto com perfil de composicao de polifendis diferente dos obtidos por simples
extracdo. Extratos biotransformados de fenédlicos de uva ja apresentaram respostas impor-
tantes na diminuicéo de processos inflamatérios na mucosa intestinal quando comparados
a uma padréo de polifenol isolado. 2°

Uma enzima com potencial para alterar o perfil fendlico das matrizes é a tannase, ou
tanino acil-hidrolase (E.C: 3.1.1.20). E uma glicoproteina com acdo enzimatica capaz de
hidrolisar as conexdes éster de taninos hidrolisaveis. E formado por uma esterase de acido
galico e uma depsidade, produzindo glicose e acido galico. Sua acao catalitica € a despo-
limerizacdo e desglicosilacdo, modificando extensivamente o perfil de compostos fendlicos
em um extrato e sua consequente bioatividade. 2!

As reacdes catalisadas pela tanase sé&o capazes de aumentar a capacidade antioxi-
dante do produto final e liberar polifendis de suas matrizes, facilitando a absorgcéo no trato
gastrointestinal. 22

Este projeto teve como objetivo avaliar o potencial de extratos biotransformados fe-
noélicos de bagaco de uva em modular a acumulacéo lipidica por hepatocitos in vitro. Esse
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efeito potencial pode ser explorado convertendo residuos agroindustriais em ingredientes
funcionais de alto valor para a indUstria de alimentos, com alegacbes que promovem a saude.

MATERIAIS E METODOS

Preparo das amostras

Residuos das uvas

Residuos de vinificagdo de uva branca (Moscato Branco) proveniente do Estado do
Rio Grande do Sul, uva tinta (Maximo IAC 138-22), variedade hibrida de uvas Syrah (75%)
e Seibel (25%), provenientes de Sao Paulo e Rio Grande do Sul, e mistura de ambos os
tipos, formando o terceiro residuo, foram coletados durante periodo de producéo (Janeiro a
Marco) do ano de 2013. Os residuos séo constituidos de cascas e sementes. Os residuos
foram congelados (-18°C), liofilizados e moidos até sua transformacao em p6 e armazena-
dos a -18°C.

Preparo dos extratos fendlicos biotransformados com Tanase

Os extratos de residuos de uvas biotransformados foram preparados a partir do p6 de
cada tipo de uva (tinta, branca e mix). Para a producao dos extratos, 5 U de atividade de
tanase junto a 100 mg de p6 de uva foram adicionados a 1 mL de tampao acetato 0.02M pH
5,0 e foram submetidas a agitacdo em agitador orbital (Fermentation Design Incorporated,
Allentown, EUA) a 200 rpm por 5h a 40°C. A reacéo é paralisada em banho de gelo por 15
minutos.

Um mL de metanol foi adicionado a mistura e novamente ocorreu a homogeneizacéao
por mais 50 minutos em agitador orbital (Fermentation Design Incorporated, Allentown, EUA)
a 150 rpm e temperatura ambiente (25°), e posteriormente a amostra permaneceu mais 10
minutos em ultrassom. As amostras foram centrifugadas em centrifuga (Centrifuga Himac,
Hitachi, Tokyo, Japan) a 10000 RPM por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante foi removido.
O sobrenadante foi entao rotoevaporado, até que a amostra reduziu-se a 50% do volume
inicial, garantindo a evaporagcao do metanol, sobrando apenas o tamp&o. A amostra foi
congelada em ultrafreezer e liofilizada em liofilizador de bancada (Liotop L101, Liobras, Séo
Carlos, Sao Paulo, Brasil) durante 144 horas.

Para fins de controle, os extratos fendlicos das amostras, sem a etapa de biotrans-
formacado enzimatica com a tanase, obtidos apenas pela extracdo com solventes, foram
preparados da mesma forma descrita a cima.
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A producao da enzima tanase

A enzima tanase foi produzida conforme estudo de Battestin; Macedo (2007)2 com mo-
dificacbes, utilizando o fungo Paecilomyces variotii, selecionado por Macedo et al. (2005)3*.
O micro-organismo foi cultivado em placas de petri com meio agar batata-PDA (Oxoid, Ba-
singstoke, Inglaterra) contendo 0,5% (m/v) de agar e 0,2% (m/v) de acido tanico (Tanal B,
Prozyn BioSolution, Sdo Paulo, Brasil) e incubado a 30°C por 72 horas em estufa (Fanem,
Sao Paulo, Brasil). O in6culo foi mantido sob refrigeracéo a 7°C até o momento do uso. A
fermentacao ocorrereu em frasco de Erlenmeyer de 500 mL por meio de fermentagao soli-
da, contendo 20 g de farelo de trigo (Natu’s, Hortolandia, Brasil), 20 mL de agua destilada
e 10% de acido tanico (m/m) (Tanal B, Prozyn BioSolution, Sao Paulo, Brasil). O meio de
cultivo foi esterilizado a 121°C por 15 minutos e inoculado com suspenséao de células de 9
x 106 células/mL. A suspenséao de células foi produzida em homogeneizador do tipo Turrax
(ULTRA-TURRAX®, IKA, Staufen, Alemanha) a partir da adicdo de 20 areas circulares de
1,54 cm? (d = 1,4 cm), retiradas da placa de PDA inoculada, em 200 mL de agua destilada
estéril, sendo a contagem dos esporos feita em Camera de Neubauer. Os frascos de Erlen-
meyers foram incubados em estufa a 30°C por 120 horas.

Apos a fermentacao, a extracdo das enzimas realizou-se com a adi¢cao de 160 mL de
tampao acetato 20 mmol/L pH 5,0 e agitacdao em agitador orbital (Fermentation Design In-
corporated, Allentown, EUA) a 200 rpm por 1 hora. O extrato foi filtrado e entao, centrifugado
a 9630 xg por 30 minutos a 4°C (Centrifuga Himac, Hitachi, Tokyo, Japan). O sobrenadante
foi tratado com sulfato de amdnio (Ecibra, Santo Amaro, Sao Paulo, Brasil) em concentracao
final de 80% de saturacao (561 g/L) e mantido sob refrigeracéo por 12 horas. O precipita-
do formado foi recolhido por centrifugacao a 9630 xg por 30 minutos a 4°C e ressuspenso
em agua destilada para entdo, ser submetido a dialise em tubo de membrana de celulose
(Sigma-Aldrich, Steinhein, Alemanha) por 48 horas em agua destilada a fim de remover
0 excesso de sulfato de amdnio. O extrato semi purificado obtido foi congelado a -18°C e
liofilizado em liofilizador de bancada (Liotop L101, Liobras, Sdo Carlos, Sao Paulo, Brasil)
durante 24 horas. O extrato semi purificado liofilizado foi mantido a -18°C.

Atividade enzimatica Tanase

A atividade do extrato bruto de tanase foi determinada de acordo com o método de
Sharma et al., 2000%°, com uma curva padrdo absorbancia de solu¢des de acido gélico. A
atividade enzimatica especifica foi expressa como U/mg de proteina, considerando-se U
como a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 umol de acido galico por minuto.
O teor de proteinas do extrato enzimatico foi determinado por Bradford, 19762.
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Avaliacao do potencial anti esteatético dos extratos obtidos em ensaios celulares

Culturas celulares

Utilizou-se a linhagem HepG2 de murinos, adquiridas do Banco de Células do Rio de
Janeiro. A linhagem foi cultivada em meio de cultura Dulbecco’s modified Eagle (DMEM)
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10 mL/L de penicilina/estreptomicina (Gibco
BRL, NY, USA), a 37°C, em atmosfera contendo 5% de CO,.

Avaliacao da acao citotoxica dos extratos

Uma possivel acao citotoxica dos extratos produzidos foi monitorada pelo ensaio de
MTT. O ensaio de MTT consiste em um teste de reducao do sal de tetrazélio (MTT — 3-
[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide; Thiazolyl blue) descrito por MOS-
MANN (1983). Células foram cultivadas em DMEM (alta glicose), 10% Soro fetal bovino e
suplementadas com 25 mM de HEPES, pH 7.4; 4 mM de L-glutamina; 40 pyg/ml de penicilina;
90 pg/ml de estreptomicina e 1,2 g/L de NaHCOS3. As células foram transferidas para placas
de 96 pocgos por 24 horas antes de receberem os extratos a serem testados, em diversas
concentracoes, por 24 horas. As células foram entdo submetidas ao ensaio de MTT. Ali-
quotas de células receberam MTT (5mg/ml) e foram incubadas por 3 horas (37°C, 5% CO,),
em seguida adicionou-se 100 ul de sulfato de dodecil de sédio 10% (SDS) em HCI 0,01M. A
placa foi mantida por 18h, a 37°C, 5% de CO, e a absorbancia das amostras lida em 540nm,
usando leitor de microplaca. Controles positivos e negativos de viabilidade celular foram
avaliados, assim como um controle da citoxicidade dos solventes das amostras também.

Tratamentos da cultura celular

As células HepG2 foram cultivadas em placas de 96 pocos a uma densidade de 5 x 10°
células / pogo por 24 h. Em seguida, as células foram privadas de FBS. No dia 4, as células
HepG2 foram tratadas com acido oleico (OA; Sigma-Aldrich) em concentracéo de 0,2 mM
por 24 h para induzir o acimulo de AO celular. O tratamento com extratos de uva ocorreu
no mesmo periodo. As células de controle foram tratadas com AO.

Coloracao por Oil Red-O

Ao final do tratamento, as células foram lavados uma vez com formaldeido 10% em
PBS e fixados com formaldeido 10% em PBS por 60 minutos. Apés isso, o formaldeido foi
substituido por PBS com 60% de isopropanol, e as células coradas durante 60 minutos em
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solucéo de Oil Red-O (Sigma) diluido em com 60% de isopropanol. Apos essa etapa, as
células foram lavadas quatro vezes com agua, e 0s po¢os secos a temperatura ambiente.
Posteriormente o Oil Red-O das células coradas foi eluido com isopropanol 100%. A absor-
bancia foi medida em leitor de microplacas a 492 nm. Cada tratamento foi feito em triplicatas,
e 0s resultados expresso pela equacao abaixo:

% de Oil Red-O = (Abs amostra / Abs controle) x 100

Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software estatistico GraphPad Prism
5 for Windows versao 5.0 (GraphPad Software Inc.). As comparacgdes entre grupos de da-
dos foram realizadas usando uma ANOVA unidirecional seguida por varias comparacdes
de Dunnett e Tukey. Uma probabilidade associada (valor p) inferior a 5% foi considerado
significativo (p <0,05).

RESULTADOS

De acordo com o ensaio MTT, alguns dos extratos foram toxicos para a linhagem ce-
lular Hep-G2 nas concentracdes testadas (Figura 2). Em concentra¢des mais altas (500 e
100 pg / ml) ocorreu uma diminuicéo da viabilidade celular para amostras de uva tinta com
e sem biotransformacéo, e para uva branca também com e sem biotransformagéo. Para
outras amostras, uva mix e mix biotransformada, o efeito foi contrario, a viabilidade celular
foi maior que as outras concentracdes. E importante lembrar que esse aumento nao significa
necessariamente que ocorreu uma proliferacéo celular, as vezes ocorre apenas um aumento
na atividade mitocondrial dessas células. Portanto, as concentragdes consideradas seguras
para continuar com os seguintes ensaios celulares foram de 100 e 200 pyg / ml.

Figura 2. Viabilidade celular de acordo com o ensaio de MTT.
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Apéds a determinacéo de concentragcdes de amostras segura para a cultura celular,
realizou- se um ensaio simulando um modelo de esteatose hepéatica, afim de verificar um
possivel efeito das amostras na reducdo do acumulo lipidico final em comparacéo ao con-
trole (Tabela 1).

Tabela 1. Coloragao por Oil Red-O comparando amostras em relagdo ao controle (%)

100 pg/ml 200 pg/ml

Uva Tinta (UT) 92,74 + 0,02322 109,56 + 0,034°2
Uva Tinta Tanase (UTT) 91,01 £0,009522 93,361 + 0,0072°
Uva Branca (UB) 89,27 + 0,002°2 87,94 £ 0,011°2
Uva Branca Tanase (UBT) 88,66 + 0,002°2 84,88 + 0,003°2
Uva Mix (UM) 91,31 £ 0,02722 88,45 + 0,003
Uva Mix Tanase (UMT) 89,75 + 0,004°2 90,60 + 0,016

Todos os experimentos foram realizados em ftriplicata, e os valores sédo apresentados como média + desvio padréo. Letras diferentes
indicam diferencas significativas pelo teste de Dunnett, e Tukey, respectivamente (p < 0,05)

Em todas as amostras e concentracdes (com excec¢do da UT na concentracao de 200
pg/ml) ocorreu um reducéo do acumulo lipidico quando comparado ao controle, que nao
recebeu nenhum tratamento. Essa diminui¢cdo do acumulo de lipidios variou entre 8 e 15%.
Os melhores resultados foram encontrados nas células tratadas com UBT, onde a reducéo
lipidica chegou a ser de 15,12%. Todas as amostras biotransformadas com a enzima Tanase
obtiveram um resultado levemente melhor do que quando comparadas a amostra semelhante
que nao recebeu a biotransformacao.

DISCUSSAO E CONCLUSAO

Ao longo das ultimas décadas, os processos de urbanizacéo e globalizacdo vem mo-
dificando negativamente a dieta da populagéo ocidental. O aumento no consumo de agucar,
gorduras, sédio e aditivos quimicos cresceu exageradamente. Paralelo a isso, 0 sedentarismo
também teve um aumento significativo. Em consequéncia dos nosso atos, estatisticas sobre
o0 aumento de doencas crénicas nao transmissiveis sé vem crescendo a cada dia. Dados da
Organizacao Mundial de Saude (OMS) sugerem que cerca de 3,4 milhdes de adultos mor-
rem a cada ano como resultado do sobrepeso e da obesidade. No Brasil a prevaléncia de
obesidade no Brasil passou de 11,8% em 2006 para 18,9% em 2016. Como consequéncia
desse aumento da obesidade, a incidéncia de DHGNA ganhou espaco nos ultimos anos, e
por isso, o papel positivo dos polifendis, incluindo os presentes nas uvas, para prevenir a
inflamacao mediada pela obesidade e outras doengas metabdlicas, tem sido demonstrados
em muitos estudos. ¥

Elevados niveis de acidos graxos livres no plasma (AGLs) estdo implicados nas pato-
genias da DHGNA. Esses AGLs que podem se acumular nos hepatdcitos e depois formar
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goticulas lipidicas.® Histologicamente, quando mais de 5% dos hepatocitos mostram um
acumulo visivel de goticulas lipidicas, temos uma esteatose hepatica configurada. Assim, o
modelo in vitro de esteatose induzida por OA em células Hep G2, apesar de ndo ser preciso,
pode ser utilizado para o estudo da doenca hepatica gordurosa e possiveis tratamentos. ©

O estresse oxidativo, e consequentemente a geracao excessiva de radicais livres, €
capaz de causar peroxidacao de lipidios, fazendo parte do processo de fibrose hepatica. As-
sim, o consumo de suplementos antioxidantes poderia proteger as células contra o estresse
oxidativo.7 No presente estudo, o tratamento com extratos de uva mostrou uma diminuicao
no acumulo de lipidios quando comparado ao controle.

Estudos anteriores demonstraram efeitos positivos no uso de bagaco de uva no trata-
mento do metabolismo lipidico hepatico. Em modelos in vivo encontramos diversos exem-
plos dos beneficios hepatopaticos do consumo de extratos e/ou uvas de mesa em ratose
camundongos. Van Hul e colaboradores mostraram que os ratos que receberam uma dieta
rica em gorduras aumentam o conteudo lipidico total em ~ 40%.28 O grupo que recebeu
tratamento com extrato de bagaco de uva atenuou esse efeito. Além da normalizagao dos
niveis de triglicerideos, a analise histologica confirmou goticulas lipidicas menores no figado
em ratos que consumiram o extrato de bagaco de uva. Charradi e colaboradores também
demonstraram efeito hepatoprotetor semelhante no seu estudo. Os ratos também receberam
dieta rica em gordura, e 0 grupo que foi suplementado com uma mistura de sementes de
uva e extrato de pele nao apresentou efeitos deletérios induzidos pela dieta rica em gordu-
ra, como estresse oxidativo, queda de glutationa e deplegao drastica no zinco hepatico.?
Existem também evidencias de que o consumo de sementes de uva foi capaz de atenuar
marcadores inflamatérios, como a PCR, no figado de ratos obesos Zucker, machos.*°

A suplementacédo de extrato de bagaco de uva em camundongos por 10 semanas foi
capaz de reduzir significativamente o peso corporal, 0 acumulo de lipidios hepéticos quando
comparado ao grupo que nao recebeu o extrato. Além disso, o nivel plasmatico de leptina
era mais baixo, assim como o ativador de enzimas lipogénicas foi suprimido.3'

Estudos in vitro com células HepG2, e modelos semelhantes ao aplicado nesse trabalho,
também mostraram resultados promissores. Como o acumulo de triglicerideos proveniente
do desequilibrio entre sintese e excrecdao desse composto nos hepatoécitos é a principal
caracteristica da esteatose hepatica, a reducdo na quantificacéo de lipidios indica possi-
veis resultados promissores na prevengao e/ou controle da doencga.® Os resultados obtidos
nesse estudo condizem com diversos relatos expostos na literatura. Tang e colaboradores
expuseram as células HepG2 a um meio misto, composto por acido oleico e alcool, afim
de que ocorresse um acumulo lipidico ainda maior. O modelo resultou na formacéao de um

numero maior de goticulas lipidicas no citoplasma das células quanto comparado ao grupo
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controle. As células ainda receberam tratamento com resveratrol, composto presente em
grande quantidade nos extratos de uva. Dados mostram que as células tratadas com res-
veratrol acumularam menos lipidio.®?

Um extrato feito a base de mirtilos, matriz também rica em polifenois e antocianinas,
assim como as uvas, mostrou um potencial efeito inibitério contra o acumulo lipidico em
modelo de esteatose in vitro. Células que receberam tratamento com o extrato de mirtilo,
chegaram a acumular até 40% menos gordura quando comparadas as células que nao re-
ceberam esse tratamento. 33

Extratos feitos com diferentes tipos de berries como amoras, mirtilos, morangos e aro-
nias (chokeberry) foram investigados quanto a um possivel poder inibitério do acumulo de
gordura hepatica. Todos os extratos apresentaram resultados positivos, principalmente o
extrato a base de amoras que chegou a depurar os lipidios em até 30% quando comparado
ao controle, que nao recebeu a intervengao.*

Os resultados obtidos nesse trabalho, tal qual resultados alcangcados com matrizes
semelhantes e ja publicados na literatura, indicam um potencial promissor dos extratos
fendlicos feitos a partir dos residuos de uva na reducéo do acumulo lipidico hepatico. Vale
ressaltar também que a biotransformacéo enzimatica contribuiu, mesmo que de maneira
sutil, para melhores resultados quando comparados a mesma matriz sem a acao da enzima
Tanase. Esse processo de biotransformacao, portanto, também se mostra promissor no
aproveitamento, e consequente enriquecimento, de residuos industriais.
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