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RESUMO - O consumo de vinho tinto tem crescido noss ultimos anos em funcdo de suas
caracteristicas sensoriais e funcionais, sendo esta ultima associada as concentracdes
consideraveis de compostos fendlicos, entre eles, flavonoides, antocianinas, flavonois, &cidos
fendlicos e estilbenos. Um dos principais contaminantes deste produto é a micotoxina
ocratoxina A (OTA), produzida por fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium e com
efeitos toxicos conhecidos. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da
presenca de OTA em vinho Cabernet Sauvignon sobre o perfil de compostos fendlicos,
atividade antioxidante in vitro e efeito sobre marcadores de danos oxidativos em
Caenorhabditis elegans. O vinho Cabernet Sauvignon livre de OTA foi adicionado de
concentracdes crescentes da OTA (1, 2 e 4 ug L™) e os ensaios realizados 24h apés a adicio
da micotoxina. As amostras de vinho foram submetidas a analise de identificacdo e
quantificagdo dos compostos fendlicos utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
acoplado ao Detector de Arranjo de Diodos e ao espectrémetro de massas (HPLC-DAD/MS).
O potencial antioxidante in vitro do vinho foi avaliado pelos ensaios da 2-desoxirribose,
oxidacdo da glutationa (GSH), método ABTS e metodo ORAC. A avaliacdo de dano
oxidativo in vivo foi realizada utilizando o nematoide C. elegans através de exposicdo dos
vermes as amostras por 30 minutos. Apds a exposicdo, a taxa de sobrevivéncia, geracdo de
espécies reativas de oxigénio (EROSs), lipoperoxidacdo (LPO) e expressdao das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) foram avaliadas. O vinho livre
de OTA apresentou elevado potencial antioxidante em todos 0s ensaios in vitro (p < 0,05) e
foram identificados e quantificados 23 compostos fendlicos (11 antocianinas, 3 flavonols, 7
acidos fendlicos e 2 derivados estilbenos). A adicdo de OTA em todas as concentragcdes
induziu aumento (p < 0,05) na geragdo do radical hidroxil ("OH) e reduziu a capacidade do
vinho de proteger a GSH da oxidacéo induzida pelo H>O>. Concomitantemente, o vinho em
presenga de OTA apresentou menores niveis (p < 0,05) de flanonols, antocianinas e acidos
fendlicos quando comparado ao vinho livre de OTA. A adicdo de OTA ao vinho tinto induziu
uma menor geracdo de EROs e isso pode estar associado ao aumento da expressdo da SOD (p
< 0,05) quando comparado ao vinho livre de OTA. A expressdo de CAT foi alterada (p <
0,05) apenas na menor concentracdo de OTA (1 pg L), o que pode estar associado ao
aumento dos niveis de LPO observadas neste grupo. Assim, o presente estudo demonstra a
importéncia de se avaliar a interacdo entre compostos benéficos e contaminantes presentes na

dieta humana.

Palavras-chave: Espécies reativas de oxigénio; micotoxinas; Compostos fendlicos.
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ABSTRACT - The consumption of red wine has grown in recent years due to its sensorial
and functional characteristics, the latter being associated with considerable phenolic
compounds concentrations among them flavonoids, anthocyanins, flavonols, phenolic acids
and stilbenes. One of the main contaminants of this product is mycotoxin ochratoxin A
(OTA), produced by fungi of the strain Aspergillus and Penicillium and with known toxic
effects. The objective of this work was to evaluate the OTA effect OTA on Cabernet
Sauvignon wine on the phenolic compounds profile, antioxidant activity in vitro and effect on
markers of oxidative damage in Caenorhabditis elegans. OTA-free Cabernet Sauvignon wine
was added with increasing concentrations of OTA (1, 2 and 4 pug L-1) and trials performed 24
hours after addition of mycotoxin. The wine samples were submitted to phenolic compounds
identification and quantification using high performance liquid chromatography, coupled to
the Diodes Array Detector and the mass spectrometer (HPLC-DAD / MS). The in vitro
antioxidant potential of the wine was evaluated by the 2-deoxyribose assays, glutathione
oxidation (GSH), ABTS method and ORAC method. In vivo oxidative damage assessment
was performed using the nematode C. elegans by exposing the worms to the samples for 30
minutes. After the exposure, the survival rate, reactive oxygen species (ROS) generation, lipid
peroxidation (LPO) and antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase
(CAT) expression were evaluated. OTA-free red wine had a high antioxidant potential in all
in vitro tests (p < 0.05) and 23 phenolic compounds (11 anthocyanins, 3 flavonols, 7 phenolic
acids and 2 stilbene derivatives) were identified and quantified. OTA addition at all
concentrations induced increase (p < 0.05) in hydroxyl (OH) radical generation and reduced
the wine's ability to protect GSH from oxidation induced by H20.. Concomitantly, wine in
OTA presence presented lower levels (p < 0.05) of flanonols, anthocyanins and phenolic acids
when compared to OTA-free wine. OTA addition to red wine induced a lower ROS
generation and this may be associated with increased SOD expression (p < 0.05) when
compared to OTA-free wine. CAT expression was altered (p < 0.05) only in the lower OTA
concentration (1 pug L), which may be associated with LPO levels increase in this group.
Thus, the present study demonstrates the importance of evaluating the interaction between

beneficial compounds and contaminants present in the human diet.

Keywords: Reactive oxygen species; mycotoxins; phenolic compounds.
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1. INTRODUCAO

O consumo de vinho tinto e suco de uva tem crescido no decorrer dos Gltimos anos em
funcdo de suas caracteristicas sensoriais e propriedades funcionais. As propriedades
funcionais destes produtos se devem as concentraces consideraveis de compostos fendlicos
como antocianinas, flavonois, &cidos fendlicos e estilbenos (SUN et al., 2002). Dentre os
vinhos consumidos mundialmente, estdo os provenientes da cultivar Cabernet Sauvignon
produzidos a partir de uvas europeias (Vitis vinifera) (ZOCCHE et al., 2017). Diferentes
estudos relacionados aos compostos fendlicos de vinhos tintos tém indicado que o consumo
moderado desta bebida esta relacionado a reducdo na incidéncia de doencas cardiovasculares
(BOBAN et al, 2016) e cancer (JANNIN et al., 2004), além de prevenir doengas
neurodegenerativas (SARUBBO et al, 2017).

Entretanto, a dieta humana constitui-se como um complexo sistema que inclui além
dos compostos bioativos também os contaminantes alimentares, sendo importante avaliar o
efeito da presenca de um composto toxico sobre a atividade benéfica do outro composto.
Dentre os principais contaminantes em matrizes alimentares estdo as micotoxinas. A
micotoxina predominante encontrada em uvas e seus derivados é a ocratoxina A (OTA),
produzida por espécies de fungos filamentosos dos géneros Aspergillus e Penicillium
(FREIRE et al., 2017).

Pesquisas demonstrando o potencial carcinogénico, nefrotdxico, teratogénico e
imunotoxico da OTA em animais, levaram a Agéncia Internacional de Pesquisas do Céancer
(IARC) a classifica-la no grupo 2B, como possivelmente cancerigena para humanos (IARC,
1993). A carcinogeneicidade desta toxina envolve diferentes mecanismos, incluindo: inibicéo
da sintese proteica, disfuncdo mitocondrial, alteracdo da homeostase do calcio, formacédo de
adutos com o DNA e producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (MCLAUGHLIN et
al., 2004; MARIN-KUAN et al., 2008; BOUAZIZ et al., 2008). Além disso, a OTA apresenta
potencial neurotdxico evidenciado em animais de laboratorio, afetando diferentes estruturas
do sistema nervoso central, bem como algumas regides neurogénicas (SAVA et al., 2006a;
SAVA et al., 2006b; ZHANG et al., 2009; PARADELLS et al., 2015).

Modelos alternativos ao uso de animais de experimentacdo (ratos, coelhos
camundongos, entre outros) vém sendo desenvolvidos ao longo dos Gltimos anos para avaliar
diferentes efeitos toxicos (GAGLIANO et al., 2005; RANALDI et al.,, 2006; CANO-
SANCHO et al., 2015). O modelo baseado no metabolismo do nematoide Caenorhabditis

elegans (C. elegans) esta se consolidando rapidamente, por sua eficAcia em simular diferentes
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patologias em nivel molecular, especialmente o efeito das EROs (MIRANDA-VIZUETEA e
VEAL, 2017). O uso do modelo C. elegans apresenta algumas vantagens em relacdo aos
modelos convencionais como ratos, camundongos, coelhos, entre outros, incluindo sua
facilidade de manipulacdo, seu curto ciclo de vida e seu sistema nervoso relativamente
simples, 0 que o torna um modelo adequado também para estudos envolvendo questbes
bioldgicas relacionadas a neurobiologia (CORSI et al., 2015).

Diante deste contexto, este estudo se justifica pelo crescente apelo ao consumo de
alimentos com efeitos benéficos a salde, como é o caso dos vinhos. Embora 0s compostos
fendlicos desses alimentos apresentem propriedades funcionais, é necessario avaliar a
composicao do alimento como um todo, levando em consideracdo a presenca de possiveis
contaminantes, como a OTA. Desta maneira, € possivel avaliar a real contribuicdo das

propriedades funcionais do vinho na satde humana.
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2. OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Avaliar o efeito da presenca de OTA em vinho Cabernet Sauvignon sobre o perfil de
compostos fendlicos, atividade antioxidante in vitro, bem como o efeito da presenca da

micotoxina no vinho sobre marcadores de danos oxidativos em C. elegans.

2.2 Objetivos especificos

- Verificar o efeito da adigdo de OTA no vinho tinto sobre o perfil de antocianinas,
flavonols, &cidos fendlicos e estilbenos;

- Verificar a atividade antioxidante do vinho tinto apds adicdo de OTA sob a geragéo
dos radicais hidroxil e peroxil, oxidacéo da glutationa e remocao do radical ABTS.

- Avaliar o efeito de vinho adicionado de OTA sobre a taxa de sobrevivéncia, geracéo
de EROs, lipoperoxidacdo (LPO) e expressdo das enzimas antioxidantes endogenas

superdxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) em C. elegans.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1  Produgéo e consumo de vinhos tintos finos

Vinhos tintos finos séo elaborados exclusivamente com uvas de variedades europeias
(Vitis viniferas). No Brasil e, especialmente no Rio Grande do Sul, as uvas europeias (Vitis
vinifera) representam 1/3 do total de uvas cultivadas. Dentre estas se destacam as uvas
Cabernet Sauvignon, amplamente utilizadas na producéo de vinhos com coloracéo intensa,
rigueza em taninos e demais compostos fenélicos (ZOCCHE et al., 2017). De acordo com
dados mais recentes da Unido Brasileira de Vitivinicultura, a produgdo brasileira de vinhos
tintos finos entre janeiro e dezembro de 2018 alcangou os 38,71 milhdes de litros, sendo a
safra recorde de 52,20 milhdes de litros em 2011 (IBRAVIN, 2018).

O consumo brasileiro anual de vinhos é de 2 litros por pessoa, 0 que equivale a um
consumo diario de aproximadamente 5 mL (UVIBRA, 2017). Este consumo per capita de
vinhos no Brasil leva o pais a ocupar a 20% posicdo no ranking de consumo mundial de
vinhos. Portugal esta no topo entre os paises de maior consumo, com 54 litros por habitante.
Em segundo lugar estd a Franca com 51,8 litros, e a Italia com 41,5 litros. Entre os paises da
América do Sul, os destaques sdo a Argentina, com 31,6 litros per capita, e o Chile com 14,7
litros (IBRAVIN, 2018).

Estudos tém demostrado que a ingestao diaria de 200-300 mL para homens e 100-200
mL para mulheres pode auxiliar na prevencdo de doencas cardiovasculares (BOBAN et al.,
2016; WIN, 2017). Este volume de ingestdo de vinho é baseado na concentragédo de alcool no
sangue, bem como no papel dos componentes do vinho em neutralizar
os efeitos prejudiciais do estresse oxidativo induzido pela exposicédo ao etanol (BOBAN et al.,
2016).

3.2 Compostos bioativos em vinhos

O vinho tinto é uma bebida que contém minerais, apresentando em sua composicao
elevado teor de potassio (entre 634 mg L e 1519 mg L) e baixo teor de sddio (entre 1,4 mg
Lte 114 mg L), e em menores proporcdes calcio, magnésio, ferro, cobre, zinco, entre outros
(RIBEREAU-GAYON, et al., 2006).

As propriedades funcionais dos vinhos tintos se devem a presenga de compostos

fendlicos, cujo perfil depende da variedade de uva, das condicbes de cultivo e de
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processamento, influenciando diretamente em seus parametros de qualidade, tais como sabor,
cor, aroma e adstringéncia (SPAYD et al., 2002; JANNIN, 2004). A Tabela 1 apresenta a
composicao fendlica de vinhos Cabernet Sauvignon produzidos em algumas regifes do

mundo.

Tabela 1 — Composicao fendlica de vinhos Cabernet Sauvignon em diferentes regides.

o Concentracéao » o
Compostos majoritarios Regido Referéncia
(mg L)
Malvidina-3-O-glicosideo 139,5
Acido cafeico 6,15 _
China BAIl et al.,, 2013
Trans-resveratrol 4,62
Quercetina 8,81
Malvidina-3-O-glicosideo 264,32 i
) CACERES-
Catequina 32,03 ) )
] Chile, Vale do Maipo MELLA et al.,
Quercetina 4,77
o . 2013
Acido cafeico 4,30
Malvidina-3-O-glicosideo 150,81
Quercetina 4,69 China, Chengdu,
) ] ) LIU et al., 2016
Catequina 62,89 Provincia de Sichuan
Acido cafeico 37,44
Catequina 46,91
Quercetina-3-O-glicosideo 5,26 China, Beijing
o ) WU et al., 2017
Acido gélico 16,57
Trans-resveratrol 0,95
Malvidina-3-O-glicosideo 81,70
Catequina 33,59 Argentina, Provincia LINGUA et al.,
Quercetina 42,03 de San Juan 2016
Acido cafeico 19,14

Os compostos fenolicos presentes na uva e em seus derivados apresentam diferentes
efeitos benéficos a saude, tais como: atividades antioxidante, anti-inflamatoria, anti-
microbiana e anticarcinogénica (COSTA DE CAMARGO et al., 2014). Estes compostos sdo
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classificados como flavondides (Figura 1) e ndo-flavonoides (Figura 2) (MITJANS et al.,
2004).

O grupo dos flavondides é integrado por flavandis, flavondis e antocianinas. No grupo
dos ndo-flavonoides estdo os &cidos fendlicos (hidroxibenzdico e hidroxicindmicos) e os
estilbenos. Considerando os diferentes tipos de vinhos, o contetdo total de polifendis € maior
em vinhos tintos (cerca de 1,8 g L?), enquanto que em vinhos brancos esses valores
permanecem entre 0,2 e 0,3 g L (BERTELLI e DAS, 2009).

As catequinas e epicatequinas sdo flavanois e estdo presentes em maior quantidade nas
sementes das uvas, e sdo as principais responsaveis pelo sabor e adstringéncia de vinhos
(HOLLECKER et al., 2009). Estudos in vivo, utilizando o C. elegans tém demonstrado que a
ingestdo de catequinas (100 pM) atenua a geracdo de EROs induzida pela exposi¢éo a glicose
(0,01 %) (DEUSING et al., 2015). Além disso, estes compostos podem formar ligagbes com
acucares, proteinas e lipideos presentes no alimento, induzindo mudancas estruturais que
podem prejudicar sua bioatividade (WINK, 2008; KIM, QUON e KIM, 2014).

Flavonois
R;
OH Ri=H Ro=H Kaempferol
HO o s R1=0OH Rz =H Quercetina
R1=OH R2=0H Miricetina
Flavanois

R1=0OH R, =H Rs=H (+)-catequina
Ri = H R, = OH Rs = H (-)-

epicatequina

Antocianinas
R:1=0OH Rz =H Cianidina
- R1=0OH R =0OH Delfinidina
2 R1 = OCHs R2=H Peonidina
R1=0H R2=0CHz3 Petunidina
R1 = 0OCHsz R2 = OCH3z Malvidina

Figura 1 — Estrutura quimica dos principais compostos flavonoides. Fonte: Adaptado de

HO o’

OH
OH

Ribéreau-Gayon et al., 2006.
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As antocianinas sdo 0s compostos fendlicos mais abundantes em uvas tintas, e sao
responsaveis pela coloracdo azulada, violeta e vermelha, sendo compostos de extrema
importancia na produgéo de vinhos tintos (LOPEZ et al., 2009). Estudos in vitro tém indicado
que as antocianinas (10 - 55 pg mL™) podem reduzir a proliferacio de células de cancer de
cblon (HT-29) e mama (HER2) (HSU et al., 2012; LIU et al., 2013). Antocianinas (100 mg
kg por dia) administradas na dieta de camundongos durante 28 dias também foram capazes
de inibir a progressdo do cancer de colon e de mama. Ambos os efeitos in vitro e in vivo,
foram relacionados ao potencial antioxidante deste grupo de compostos fenélicos (GRIMES
et al., 2018).

Quercetina, kaempferol e miricetina séo flavonois e atuam como co-pigmentos junto
as antocianinas (HOLLECKER et al., 2009). Dentre os flavondis, a quercetina tem sido
amplamente estudada devido ao seu potencial antioxidante. Estudo em camundongos e em
células intestinais (Caco-2) demonstraram que a quercetina (1,5 - 5 pg mL™) possui boa
eficiéncia de absorcéo intestinal (cerca de 63 % da quantidade ingerida é absorvida) (WANG
et al. 2007; BEM et al., 2016). Além disso, a quercetina foi capaz de inibir a apoptose celular
induzida pelo H202 em células do colon humano (HT-29), através da regulagdo do sistema
redox (BEM et al., 2016).

Os acidos fenolicos possuem em sua estrutura um anel aromatico substituido com pelo
menos uma hidroxila e, podem ser classificados como acidos hidroxicindmicos ou
hidroxibenzdicos (Figura 2). Nas uvas, os acidos fendlicos geralmente apresentam-se ligados
na forma de éster, éter e acetal a flavonoides ou ligados a estruturas insollveis mais
complexas como proteinas, taninos, celulose e lignina (ACOSTA-ESTRADA et al., 2014).
Estes compostos estdo presentes em menores quantidades em uvas tintas, porém sdo 0S
principais constituintes de uvas brancas, influenciando o aroma e sabor desses vinhos (XI et
al., 2012).

Os &cidos hidroxicinamicos e hidroxibenzéicos tém sido alvo de diferentes estudos
envolvendo mecanismos antioxidantes. Os acidos p-cumarico (45 pug mL™?) e vanilico (20 pg
mL7) possuem capacidade de reduzir a viabilidade de células de adenocarcinoma de colo
humano (HT-29), além de induzir aumento na apoptose dessas células (TAlI, SAWAMO e
ITO, 2012; KILIC e YESILOGLU, 2013).

O resveratrol esta presente em uvas e seus derivados, sendo um composto pertencente
a classe dos estilbenos (MUNOZ-ESPADA et al., 2004; XU et al., 2014). Estudos tém

associado a presenga de resveratrol em vinhos & reducdo na incidéncia de doencas
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cardiovasculares e cancer, além de possivel prevencdo de doengas neurodegenerativas, como
Alzheimer e Parkinson, diante de um consumo moderado dessa bebida (SUN et al., 2002;
GIEHL et al, 2007; JANNIN et al., 2004).

Acidos hidroxicindmicos R=H Ac. p-cumarico
R = OH Ac. caféico
o )
CH=CH—C R = OCHs Ac. Ferrulico
I R
OH

Acidos hidroxibenzéicos

Ri=H R:=H Rs=0HRs=H Ac p-
hidroxibenzoico
Ri=H R;=0H R3=0HRs=H Ac. protocateico
Ri=H R;=0H R3=0H Rs=O0H Ac. gélico
Ri=H R;=0CH; R3=0H Rs = OCHz Ac.
R siringico

Ri=H Rz =0CH3; R3=0OHRs=H Ac. vanilico

Estilbenos
O
IJ
;- B ¢
\L/\:'r N
\I,
OH

Trans-resveratrol

Figura 2 — Estrutura quimica dos principais compostos ndo-flavonoides. Fonte: Adaptado de
RIBEREAU-GAYON et al., 2006.
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Estes compostos podem atuar em organismos vivos retardando ou inibindo a oxidacao
de vérias moléculas, inibindo a iniciacdo ou propagacdo de reacdes envolvidas na cadeia
oxidativa. Isso ocorre pela atuacdo dos compostos fendlicos como agentes redutores,
sequestradores de EROs e complexantes de metais. No entanto, o exato mecanismo evolvido
no efeito antioxidante dos compostos fendlicos ainda ndo estd totalmente compreendido,
porém estudos tém destacado seu potencial de prevenir o estresse oxidativo (SUN et al., 2002;
GIEHL et al, 2007; KILIC e YESILOGLU, 2013).

3.3 Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) séo produzidas naturalmente em organismos
vivos, durante o metabolismo aerdbio primario nas mitocondrias. Estes compostos tém
importantes funcgbes bioldgicas relacionadas aos processos de envelhecimento atuando,
principalmente nas vias de sinalizacdo dos processos de multiplicacdo e apoptose celular
(ALVES et al., 2010). Entretanto, quando sua producdo € exagerada ou ha uma falha no
sistema antioxidante, ocorre um desequilibrio entre o sistema pro e antioxidante, conhecido
como estresse oxidativo (BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006). Tal desequilibrio resulta
em dano oxidativo devido ao ataque das EROs sobre macromoléculas como agucares, DNA,
proteinas e lipidios, podendo ocasionar apoptose irregular de células sadias. Entre as
principais EROs estdo oxigénio singlete (*O-), radical anion superdxido (O.*), peroxido de
hidrogénio (H20>), radical hidroxil (*OH), peroxil (RO2*) e alcoxil (RO*) (VASCONCELOS
et al., 2007).

Para contrabalancear a producdo de EROs, o organismo conta com defesas

antioxidantes enzimaticas e nao enzimaticas (Figura 3).
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Figura 3 — Esquema simplificado ilustrando o mecanismo de geracdo de EROs no interior
das mitocondrias, incluindo radical hidroxil (*OH), anion superoxido (O2*") e peroxido de
hidrogénio (H.0O2); e acdo dos antioxidantes enzimaticos enddgenos em organismos Vivos.
SOD: superoxido dismutase; CAT: catalase; GPx: glutationa peroxidase; GR: glutationa
redutase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada. Fonte: Barreiros, David e
David, 2006.

Com relacdo as defesas antioxidantes enzimaticas, as enzimas superoxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT), correspondem a uma familia de enzimas naturalmente presentes em
organismos eucariotos. A SOD pode se apresentar no citosol, na forma de SOD-cobre-zinco,
ou na mitocéndria como SOD-manganés. Sua principal funcdo como enzima antioxidante é
catalisar a dismutacdo do é&nion superoxido (O2*) em H20. e O em meio basico
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007).

A CAT é uma hemoproteina citoplasmatica encontrada no sangue, medula 0ssea,
mucosas, rins e figado e sua principal funcdo é a remocao do H.O; gerado intracelularmente
(VASCONCELDOS et al., 2007). O H202 pode atuar como como agente oxidante leve, uma
vez que nao possui capacidade de oxidar macromoléculas. No entanto, o efeito deletério do
H>0> esté relacionado a sua conversao para o radical hidroxil (*OH), seja por exposic¢ao a luz
ultravioleta ou através da reacéo de Fenton. Na reagdo de Fenton o H,O2 reage com o Fe?* ou
Cu* formando o radical *OH (ALVES et al., 2010).

Entre as defesas ndo enzimaticas, o0 organismo conta com diversos compostos, sendo a
glutationa reduzida (GSH) o principal antioxidante ndo-enzimatico intracelular. A GSH
desempenha um papel importante no metabolismo, atuando como agente redutor para que a

enzima glutationa peroxidase (GPx) catalise a reducdo do H>O2ou hidroperdxidos organicos a
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4gua ou aos alcoois correspondentes, respectivamente (BRIGELIUS-FLOHE e MAIORINO,
2013).

Além da GSH, o organismo pode contar com compostos antioxidantes nao
enzimaticos exodgenos, ou seja, consumidos através da dieta, como os compostos fendlicos e
carotenoides. O potencial antioxidante de um determinado composto fendlico é dependente de
sua estrutura, concentragdo e do tipo de EROs avaliada. Um dos principais fatores
relacionados a capacidade antioxidante de compostos polifendlicos é o nimero de grupos
hidroxila (OH), uma vez que quanto maior esse nimero, maior a capacidade antioxidante do
composto (BARREIROS, DAVID e DAVID, 2006).

3.4 Contaminagéo fungica e micotoxicologica de uvas e seus derivados

Além de compostos bioativos, as uvas e seus produtos derivados podem conter
metabolitos secundarios chamados de micotoxinas. Diferentes fungos podem produzir estes
compostos tdéxicos, principalmente espécies de Aspergillus e Penicillium (FREIRE et al.,
2016). Tanto o desenvolvimento quanto o potencial toxigénico dos fungos podem ser afetados
por fatores ambientais como temperatura, atividade de agua (aw), pH, composicdo e
disponibilidade de nutrientes (MEDINA et al., 2005). As uvas estdo suscetiveis a
contaminacdo fangica nas diferentes etapas da cadeia produtiva, desde o cultivo até o
armazenamento (FREIRE et al., 2017).

3.4.1 Ocratoxina A

A principal micotoxina encontrada em uvas e seus derivados é a ocratoxina A (OTA),
isolada pela primeira vez a partir do Aspergillus ochraceus (VAN DER MERWE et al.,
1965). A sintese da OTA ocorre, especialmente em niveis elevados de atividade de agua,
variando entre 0,95 a 0,99 e em uma ampla faixa de temperatura (15 a 35 °C) (AMEZQUETA
et al., 2012).

A OTA possui em sua estrutura (Figura 4) um derivado de policetidio com a porcéo
diidroisocumarina ligada a porcdo carboxila da fenilalanina através de uma ligacdo amida
(FREIRE et al., 2017). Além disso, em pH &cido ou neutro, a OTA ¢€ solivel em solventes
organicos polares (alcoois, cetonas, cloroférmio), pouco solivel em &gua e insoluvel em éter
de petréleo e hidrocarbonetos saturados (KHOURY e ATOUI, 2010).

24



Irz
@)

Cl

Figura 4 — Estrutura quimica da OTA. Fonte: VAN DER MERWE et al., 1965.

A OTA é cumulativa no organismo humano, com absorcdo relativamente rapida e
eliminacéo lenta. Na maioria das espécies animais, a excre¢do da toxina se da por via fecal e
urinéria, onde a contribuicdo de cada via depende da dose de exposi¢do, do percentual de
gordura corporal, da alimentacdo, do estilo de vida, do metabolismo, entre outros fatores. Na
maioria das espécies, a OTA ¢ absorvida no estobmago devido a suas propriedades acidas,
sendo seu percentual de absorcdo variavel entre 40 % e 66 %, dependendo da espécie
avaliada. Além disso, esta micotoxina apresenta meia-vida bioldgica estimada em 127 h
(RINGOT et al., 2006).

A OTA ¢ considerada potencialmente nefrotdxica para mamiferos ndo ruminantes. Os
principais relatos de sua nefropatia estdo relacionados a Nefropatia Endémica dos Balcas
(BEN), doenca cronica fatal caracterizada por progressiva reducdo das funcdes renais em
humanos ocorrida com populacdes das zonas rurais da antiga Jugoslavia, Roménia e Bulgéria,
em 1950 (KHOURY e ATOUI, 2010). A BEN ¢€ caracterizada pelo desenvolvimento de
lesGes no cortex renal, degeneracdo tubular, fibrose intersticial e hialinizacdo do glomérulo. O
avanco da doenca pode resultar em reducdo do tamanho e peso dos rins, desenvolvimento de
fibrose cortical que evolui para tumor maligno na uretra. O mecanismo de acdo envolvido na
toxicidade da OTA ainda ndo esta completamente esclarecido, porém um dos principais
mecanismos pode ser relacionado com a inibicdo da sintese de proteinas (NOGUEIRA e
OLIVEIRA. 2006). Neste mecanismo o grupo fenilalanina da OTA compete com o
aminodcido fenilalanina para 0 RNAt (&cido ribonucleico transportador) correspondente,
inibindo a fenilalanina transferase e consequentemente a sintese proteica (NOGUEIRA e
OLIVEIRA. 2006). Além de seus efeitos nefrotoxicos a OTA também apresenta efeitos

carcinogénicos, teratogénicos, imunotoxicos e neurotoxicos (KHOURY e ATOUI, 2010).
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A carcinogenicidade da OTA envolve diferentes mecanismos, onde 0s principais séo:
inibicdo da sintese proteica, disfuncdo mitocondrial, alteragdo da homeostase do calcio,
formacdo de adutos com 0 DNA e producdo de EROs (MCLAUGHLIN et al., 2004; MARIN-
KUAN et al., 2008; BOUAZIZ et al., 2008). Pesquisas demonstrado o potencial toxico da
OTA em animais, levaram a Agéncia Internacional de Pesquisas do Cancer (IARC) a
classifica-la no grupo 2B, como possivelmente cancerigena para humanos (IARC, 1993).

A OTA apresenta alta estabilidade, assim uma vez que o alimento é contaminado,
torna-se muito dificil remove-la totalmente e evitar sua acdo toxica no organismo. Além
disso, esta micotoxina pode resistir a trés horas de esterilizacdo a 121 °C, e mesmo a 250 °C
por 20 min, a destruicdo da toxina ndo se da por completa. Porém, a degradacédo é favorecida
em baixos teores de umidade (> 0,80) e em presenca de hipoclorito de sodio (KHOURY e
ATOUI, 2010).

A toxicidade e ocorréncia frequente de OTA em uvas e seus derivados (Tabela 2),
levou varios paises a estabelecerem limite maximo toleravel (LMT). No Brasil, o LMT de 2
pug L? é estabelecido para OTA em vinhos e sucos de uva pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) através da RDC n° 59 de 2011 (BRASIL, 2013). Este limite
também € indicado pela Unido Europeia (EUROPEAN COMMISSION, 2006) e
Departamento de Agricultura, Alimentos e Nutricdo dos Estados Unidos (USDA, 2017).

Um dos principais mecanismos responsaveis pelos diferentes efeitos toxicos da OTA é
a inducdo de estresse oxidativo (TAO et al., 2018). A exposicdo a OTA, tanto in vitro quanto
in vivo, resulta em aumento na geracdo de EROSs, que pode ser contrabalanceado em presenca
de compostos antioxidantes (SCHAAF et al., 2002; TAO et al., 2018). Estes estudos
consideram como principal mecanismo de geracdo de EROs a ativacdo metabdlica da OTA
por peroxidases, produzindo um radical fenoxil derivado da OTA. Em presenca de GSH, este
radical pode ser novamente convertido em OTA, tendo como resultado a formacéo do radical
0O,*. Este radical forma H>O> que pode induzir a geragdo de radicais *OH via reacdo de
Fenton, causando danos oxidativos as proteinas, lipideos e DNA (EL ADLOUNI et al., 2000).
A exposicdo de células tubulares renais de ratos (LLC-PK1) a OTA (3 — 100 uM) levou ao
aumento na geracdo de EROs e consequente reducdo nos niveis celulares de GSH dependente
da dose avaliada, indicando que o estresse oxidativo induzido pela OTA contribui para a
toxicidade tubular (SCHAAF et al., 2002).
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Tabela 2 — Ocorréncia de ocratoxina A em vinhos produzidos em alguns locais do mundo.

Local N* OTA (ug LY Referéncia
Turquia 51 0,006 — 0,158 VAR e KABAK, 2007
Tessalia (Grécia) 60 0,04 - 2,52 SARIGIANNIS et al., 2014
Rioja Alavessa (Espanha) 100 0,004 -0,179 QUINTELA et al., 2011
Espanha 51 0,016 — 0,142 REMIRO et al., 2012
Chile 1188 0,01-0,35 VEGA et al., 2012
Moravia (Europa central) 72 0,0012 - 0,071 MIKULIKOVA et al., 2012
Sicilia 40 0,081 -0,71 GENTILE et al., 2016
Argentina 1401 0,15 - 3,60 OTEIZA et al., 2017
Croacia 26 0,01-0,24 VITALI et al., 2018
Brasil (Rio Grande do Sul) 34 0,01 -4,50 WELKE et al., 2010

* NUmero de amostras analisadas.

A OTA pode também atuar como mediadora de dano oxidativo, em especial dano a
lipideos e proteinas uma vez que esta micotoxina tem capacidade de formar complexos com
Fe3*. Em mamiferos, o complexo OTA-Fe3* é facilmente reduzido pelas enzimas do
citocromo P450 a OTA- Fe?*, que desencadeia a geragdo de EROs, em especial o radical *OH
(TAO et al., 2018).

Além disso, 0 estresse oxidativo resultante da exposicdo a OTA pode alterar as
defesas antioxidantes do organismo, uma vez que o0 aumento na geracdo de EROs pode afetar
a expressdo de enzimas antioxidantes enddgenas, como CAT, GPx e SOD (KOSZEGI e
POOR, 2016; TAO et al., 2018). Enciso et al. (2018) observaram um aumento na geracéo de
EROs e na expressdo de SOD em ratos expostos a OTA (0,5 mg kg™ por dia) ao longo de 21
dias. A exposicdo de camundongos ao longo de 60 dias a OTA (120 pg kg™ por dia) resultou
em apoptose celular, mediada pelo estresse oxidativo. Neste estudo, o efeito toxico da OTA
foi resultante do aumento da peroxidacdo lipidica e reducdo na atividade da SOD (PETRIK et
al., 2003).

3.5 Efeito de compostos bioativos sobre o potencial toxico da OTA

A ingestdo de alimentos consiste em uma importante via de exposicdo a diferentes
contaminantes para humanos (SUN et al., 2002). Uma vez que derivados da uva podem conter

OTA e compostos bioativos, torna-se importante avaliar a interagdo entre estas substancias.
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Poucos estudos disponiveis na literatura tém avaliado o efeito resultante da exposicdo

concomitante de micotoxinas e compostos bioativos (Tabela 3) (DOl e UETSUKA, 2011,
CANO-SANCHO et al., 2015; PRATIKSHA et al., 2016; PARADELLS et al., 2015).

Tabela 3 — Estudos avaliando os principais efeitos da co-exposicdo entre OTA e compostos

fendlicos/vinho tinto em diferentes modelos experimentais.

Composto o o
. Modelo Principal resultado Referéncia
fendlico
Células mamarias Reducdo de BALDI et al.,
a-tocoferol ) ) -
bovinas citotoxicidade 2004
Galato de Células de Reducéo de geragéo de COSTA et al.,
epicatequina camundongos EROs 2007
Cianidina-3-O-p- Rat Reducéo da geracéo de CORCUERA et
atos
D-glicosideo EROs al., 2012
Vinho tinto Reducéo de GAGLIANO et
Camundongos o
Barbera nefrotoxicidade al., 2005
Vinho tinto ) o Aumento de apoptose RANALDI et al.,
Células intestinais
Barbera celular 2006
) ) Reducdo dos niveis de
Vinho tinto ALBERTO et al,,
Ratos GSH e aumento da
Barbera _ o 2005
peroxidacao lipidica
) o Aumento da CANO-SANCHO
Resveratrol Células intestinais

citotoxicidade

et al., 2015

O a-tocoferol é um composto do grupo da vitamina E que é caracterizado como um

potente antioxidante. Células mamarias bovinas (BME-UV1) pré-incubadas por 3 horas com
a-tocoferol (0,8 pg mL™?) demonstraram reducéo da citotoxicidade induzida pela OTA (4,3 ug
mL1), através da reducio na geracdo de EROs, resultando em aumento da viabilidade celular
(BALDI et al., 2004).

As catequinas sdo compostos fendlicos encontrados especialmente em chas verdes,
que também apresentam elevado potencial antioxidante. A exposicdo de celulas de
camundongos (LLC-PK1) a OTA (15 uM), apéds pré-tratamento de 24 horas com galato de
epicatequina (60 uM) demonstrou que esta catequina possui habilidade de reduzir a geracao

de EROs induzida pela OTA. Além disso, o galato de epicatequina foi capaz de proteger o
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DNA das células da fragmentacdo induzida pela OTA, o que resultaria em morte celular
(COSTA et al., 2007).

A cianidina-3-O-B-D-glicosideo (C3G), uma antocianina presente em larga escala na
dieta humana, em especial em derivados de uvas como o vinho tinto, tem sido estudada
devido ao seu potencial como antioxidante. A administracdo oral de C3G (1 g kg) em ratos
durante 28 dias de exposicdo a OTA (0,2 pg kg™?) indicou que esta antocianina é capaz de
reduzir a geracdo de EROs mediada pela presenca de OTA (CORCUERA et al., 2012).

No entanto, atualmente existem poucos trabalhos, avaliando a exposi¢cdo concomitante
a OTA e diferentes constituintes dos alimentos. Estudo com camundongos que receberam ao
longo de 90 dias 0,5 mL de vinho tinto contendo o equivalente a 289 pg kg de OTA,
demonstrou o efeito protetor dos compostos fenolicos presentes do vinho na reducdo da
fibrose renal induzida pela exposicdo a OTA. Esse efeito protetor se deve a reducdo da
multiplicacdo e apoptose das células tubulares renais, além de aumento do reparo celular em
presenca do vinho (GAGLIANO et al., 2005).

Entretanto, Ranaldi et al. (2006) mostraram que células Caco-2 expostas a vinho tinto
na presenca de OTA (100 uM) apresentaram aumento da apoptose celular. Por outro lado, ao
avaliar a co-exposicdo de OTA (40 uM) e resveratrol (100 uM), Cano-Sancho et al. (2015)
verificaram uma exacerbacéo da citotoxicidade causada pela OTA. Esses resultados indicam a
necessidade de estudos adicionais sobre a interacdo da OTA com 0s componentes especificos
do vinho tinto, buscando compreender os mecanismos relacionados ao aumento de sua
toxicicidade e possivel efeito protetor dos compostos presentes nos vinhos (RANALDI et al.,
2006; CANO-SANCHO et al., 2015).

3.6 Métodos para determinacdo de danos oxidativos in vitro e in vivo

A avaliacdo do estresse oxidativo em organismos vivos tem se baseado na
quantificacdo da geracdo de EROs, na avaliacdo do perfil antioxidante (enzimético e nao-
enzimatico) e determinacdo de produtos formados durante o ataque dessas espécies a
biomoléculas. Os principais compostos resultantes do ataque de EROs sdo derivados de
processos como a despolimerizacdo de polissacarideos e acidos nucleicos, oxidacdo de
grupamentos sulfidricos de proteinas ou peroxidagéo de lipideos (LPO) (BACK et al., 2012).

O método de avaliacdo do conteudo de substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico
(TBARS) é amplamente utilizado para estimar o grau de LPO, sendo baseado na reacdo do
acido 2-tiobarbitdrico (TBA) com o malondialdeido (MDA), principal produto da LPO. O
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MDA gerado, em condicdes de temperatura e acidez elevadas, reage com o TBA formando
um cromogénio, que pode ser medido por espectrofotometria (KEN et al., 2003).

O método da diclorofluoresceina (DCF) é utilizado na avaliacdo da geragdo de EROS.
A estimativa da geragcdo de EROs ¢é realizada com base na fluorescéncia da 2'-7'-diacetato
diclorofluoresceina (DCFH-DA), que em presenca de EROs é oxidado a DCF. O DCFH-DA
apresenta facilidade de oxidacdo por diferentes grupos funcionais, e tem sido utilizado para
caracterizar quantitativamente espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ZHAO e
RIEDIKER, 2014).

Com relagédo aos ensaios in vitro para a determinacdo da atividade antioxidante, estao
disponiveis na literatura métodos envolvendo diferentes principios e EROs, tais como o
método do ABTS ([2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolin) 6-4cido sulfénico]), meétodo da
capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC, oxygen radical absorbance
capacity), método da 2-desoxirribose e método de oxidacdo da GSH (LIMA et al., 2015).

A determinacdo da atividade antioxidante pelo método ABTS ™ consiste em monitorar
a reducdo da concentracdo do cation ABTS*, apos adicdo de amostra contendo antioxidantes
(RE et al., 1999). Uma das principais vantagens da utilizacdo do metodo € a boa solubilidade
do ABTS”, tanto em agua quanto em solventes organicos, permitindo a analise de amostras
hidrofilicas e lipofilicas (ROGINSKI e LISSI, 2005; KUSKOSKI et al., 2005; ARNAO,
2000).

O método da ORAC é utilizado para avaliar a atividade antioxidante de um
determinado composto contra a oxidacdo induzida pelo radical peroxil (RO2*). Neste ensaio,
0 RO,* é gerado pela reacdo do dicloreto de 2,2’-azobis(2-amidinopropano) (AAPH) com
oxigénio atmosférico. A extensdo do dano causado pelas espécies reativas geradas €
mensurado atraves de espectrofotometria, através da queda na fluorescéncia de uma sonda
sintética, a fluoresceina (HUANG, OU e PRIOR, 2005). No entanto, em presenca de
compostos antioxidantes, o radical RO®* reagira com o antioxidante, mantendo a
fluorescéncia do indicador. Assim, quanto menor o decaimento da fluorescéncia do indicador,
maior o potencial antioxidante do composto testado (ALVES et al., 2010).

O método que utiliza 2-desoxirribose € utilizado para determinar a capacidade de
compostos sequestrarem o radical hidroxil gerado através da reacdo de Fenton. O radical
formado reage com 2-desoxirribose formando compostos que, ap0s aquecimento, em presenca
de TBA e pH baixo, apresentam coloracdo rosada. Substancias que tenham propriedades
antioxidantes podem competir com a 2-desoxirribose pelo radical, resultando na redugéo da
intensidade de cor (HALLIWEL et al., 1987).
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A GSH é o antioxidante ndo-enziméatico mais abundante no meio intracelular e sua
capacidade redutora se deve ao grupamento —SH presente na cisteina. No método de oxidagdo
da GSH, ao reagir com substancias oxidantes como o0 H20,, a GSH € convertida em glutationa
oxidada (GSSG) e a reducdo dos grupos sulfidrilicos pode ser avaliada por espectrofotometria
(SOUSA et al., 2006).

Em funcdo dos diferentes radicais livres e dos diferentes alvos de oxidagéo,
dificilmente haverda um Unico ensaio de atividade antioxidante que seja capaz de representar
de maneira segura e precisa, a real atividade antioxidante de determinado composto. Isto se
deve ao fato de que a atividade antioxidante depende ndo somente da reatividade quimica do
antioxidante, mas também de sua interacdo com outros componentes. A avaliacdo correta da
atividade antioxidante em matrizes alimentares e sistemas biologicos deve ser baseada em
modelos individuais que representem as mesmas condigdes quimicas, fisicas e ambientais

esperadas para o sistema em analise (ALVES et al., 2010).

3.7 Modelo alternativo ao uso de animais de experimentacdo - Caenorhabditis elegans

O uso de animais em experimentos relacionados a toxicologia tem sido razdo de
muitas discussdes, em funcdo do numero de animais utilizados e do sofrimento causado.
Neste contexto ha uma tendéncia mundial de se reavaliar a utilizacdo de animais nos
experimentos, baseada no principio dos 3R’s (Reduction, Refinement, Replacement, do inglés:
Reducdo, Refinamento, Substituicdo), que busca, diminuir o nimero de animais utilizados,
minimizar a dor e o desconforto e buscar alternativas para a substituicdo dos testes in vivo
(CAZARIN et al., 2004).

Entre os modelos alternativos utilizados para avaliar a interagcdo entre os constituintes
dos alimentos e seus possiveis contaminantes, bem como seus efeitos no organismo humano,
o modelo utilizando o nematoide C. elegans esta se consolidando rapidamente por sua
eficacia em simular diferentes patologias em nivel molecular, especialmente o efeito das
EROs (MIRANDA-VIZUETEA e VEAL, 2017).

O uso do modelo C. elegans apresenta algumas vantagens em relacdo aos modelos
convencionais, incluindo sua facilidade de manipulacdo, seu curto ciclo de vida e seu sistema
nervoso relativamente simples, o que o torna um modelo adequado também para estudos
envolvendo questBes bioldgicas relacionadas a neurobiologia (CORSI et al., 2015). Além

disso, a facilidade de manipulacdo das suas condigdes de crescimento estabeleceu C. elegans
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como um modelo para o estudo da imunidade e envelhecimento (CORSI et al., 2015; PUN et
al., 2010; AMIRA et al., 2016).

A estrutura corporal do verme adulto de aproximadamente 1 mm é anatomicamente
simples, com cerca de 1000 células somaticas. O nematoide se reproduz em cerca de 3 dias
sob condicGes 6timas (20 °C), e pode ser mantido em placas contendo Meio de Crescimento
de Nematoide (NGM) e Escherichia coli como alimento. O C. elegans se apresenta com dois
sexos: um hermafrodita autofertilizante (XX) e um macho (XO) (Figura 5). Os machos se
apresentam em menor nimero e podem surgir espontaneamente pela linha germinativa
hermafrodita (0,1 %) ou através de acasalamento (até 50 %). A autofertilizacdo do
hermafrodita permite que os vermes homozigotos gerem prole geneticamente idéntica, e 0
acasalamento masculino facilita o isolamento e a manutengéo de cepas mutantes (BRENNER,
1973).

Génada distal

Génada proximal

Génada Proctodeum
B m

Figura 5 — Estrutura corporal de um verme adulto hermafrodita (A) e macho (B). Fonte:
Wormatlas, 2019.

Apesar de sua anatomia simples, o nematoide exibe locomocdo; alimentacgdo;
defecacdo; colocacdo de ovos; respostas sensoriais ao toque, olfato, paladar e temperatura; e
alguns comportamentos complexos como acasalamento masculino, comportamento social,
aprendizado e memoria (RANKIN, 2002; DE BONO, 2003).

O ciclo de vida do C. elegans é composto pelo estadgio embrionario, quatro estagios
larvais (L1 - L4) e idade adulta (Figura 6). O estagio embrionario € dividido em duas etapas:
(1) proliferagdo e (2) organogénese/morfogénese. A proliferacdo ocorre entre 330-350
minutos apds a fertilizagdo a 22 °C e o estagio de organogénese/morfogénese é verificado

apos 5,5 horas decorridas da fertilizagdo, e pode durar de 12 a 14 horas. A estrutura corporal

32


http://www.wormatlas.org/hermaphrodite/introduction/mainframe.htm#Rankin2002
http://www.wormatlas.org/hermaphrodite/introduction/mainframe.htm#Debono2003

do verme estd completamente estabelecida logo ao fim da embriogénese (SULSTON et al.,
1983).

/ Adulto (1110-1150 um)
Adulto jovem (900-940 um) .
e 0 >0 ,f",';r
4h / Q ool \Q
a

L4 (620-650 um)
Va
—_— @

Y

9h

8h Q

L3 (490-510 um) /

e = —d ( )
/

L1 (250 um)
8h L2 (360-380 um) N

Vg ‘4 Eclosio

Figura 6 — Ciclo de vida do C. elegans a 20 °C na fase embrionaria, nos estagios larvais (L1-
L4) e na fase adulta. Fonte: Wormatlas, 2019.

O desenvolvimento pos-embrionario é desencadeado através da alimentacdo apds a
eclosdo dos ovos, e 0s vermes normalmente passam por quatro fases larvais para atingir a
idade adulta. Durante o primeiro estagio larval (L1) ocorre o desenvolvimento do sistema
nervoso e reprodutivo. Durante o estagio L2 a divisdo celular é reduzida e o verme pode
entrar em estado de parada chamado “dauer”. A formacdo do estagio “dauer” ocorre em
condicBes ambientais ndo favoraveis (presenca de um feromdnio, auséncia de alimento e alta
temperatura) para o crescimento do nematoide. Neste estagio C. elegans ndo envelhece e a
alimentacdo € interrompida indefinidamente e a locomo¢do é marcadamente reduzida,
impedindo a formacéo do estagio larval L3 (SULSTON, 1988).

Nos estagios L3 e L4 ocorre o desenvolvimento final do sistema reprodutivo dos
nematoides. Aproximadamente 45 a 50 horas apds a eclosdao dos ovos, a 20 °C, 0s vermes
atingem a fase adulta, onde o hermafrodita recentemente desenvolvido deposita seus
primeiros ovos, completando assim seu ciclo de vida reprodutivo de 3 dias (CORSI et al.,
2015).
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3.8 Uso de C. elegans na avaliacéo da toxicidade de micotoxinas

O C. elegans é um modelo que tem se consolidado para avaliagdo do efeito de
diferentes compostos oriundos da dieta humana, sobre o metabolismo vivo. Estes compostos
incluem tanto os compostos benéficos quanto contaminantes alimentares, como as

micotoxinas (Tabela 4).

Tabela 4 — Efeito de micotoxinas em presenca/auséncia de compostos bioativos sobre C.

elegans.
) ) Composto o o
Micotoxina o Principal resultado Referéncia
bioativo

Aflatoxina B1,

fumonisina B1, L )
o Inibi¢éo do crescimento e

deoxinivalenol, - YANG et al., 2015

_ reproducéo
zearalenona e toxina

T-2
Danos ao DNA,
) citotoxicidade, inibigédo
Aflatoxina B1 - ) FENG et al., 2017
de crescimento e
reproducéo
Aflatoxina B1 - Danos ao DNA LEUNG et al., 2010
Efeito neuroprotetor em

Penitrem A Astaxantina ) ] AMIRA et al., 2016
presenca da micotoxina

A avaliacdo dos efeitos toxicos de diferentes micotoxinas através de exposicdo
individual em concentracdes que variaram de 0 a 8 mg L™ (aflatoxina B1, deoxinivalenol,
fumonisina B1, toxina T-2 e zearalenona) sobre o crescimento, reproducéo e tempo de vida do
C. elegans indicou que as cinco micotoxinas contribuiram para a reducdo do seu tempo de
vida. O crescimento do nematoide foi mais sensivel a aflatoxina B1 e sua reproducao
mostrou-se mais sensivel aos efeitos toxicos da fumonisina B1 (YANG et al., 2015).

A exposicdo do C. elegans a aflatoxina Bl induziu danos ao DNA, resultando em
citotoxicidade e inibicdo do crescimento e reproducdo do C. elegans (FENG et al., 2017).

Pesquisa semelhante indicou danos ao DNA do nematoide apds exposicdo a aflatoxina B1.
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Neste caso, os danos foram atribuidos a deficiéncia do metabolismo enzimatico de
biotransformacéo, mediado pelas enzimas do citocromo P450 (LEUNG et al., 2010).

Além dos efeitos toxicos induzidos por diferentes micotoxinas no C. elegans, estudos
tém avaliado o efeito de compostos antioxidantes sobre o tempo de vida do nematoide.
Antioxidantes como as vitaminas E (HARRINGTON e HARLEY, 1988) e C (BROWN et al.,
2006) e N-acetilcisteina (PUN et al., 2010) podem afetar de diferentes formas o tempo de vida
de C. elegans, exercendo influéncia sobre sua resisténcia ao estresse oxidativo
(HARRINGTON e HARLEY, 1988; COLLINS et al., 2006; BROWN et al., 2006; PUN et
al., 2010). Um estudo relatou que os derivados sintéticos de estilbenos, trans-3,5-dimetoxi-4-
fluor-4’-hidroxiestilbeno e trans-2,4’,5-trihidroxiestilbeno (100 uM) mostraram eficiéncia em
aumentar o tempo de vida do C. elegans quando comparados ao resveratrol (100 puM)
(FISCHER et al., 2017). Um estudo evidenciou o efeito neuroprotetor do carotenoide
astaxantina isolada (AST) quando C. elegans foram expostos a Penitrem (PA), uma
micotoxina produzida por espécies marinhas de Penicillium (AMIRA et al., 2016).

Desta maneira, a presenca de compostos bioativos em alimentos poderia contribuir
para uma melhora no metabolismo do C. elegans (DEUSING et al, 2015), ou,
contrariamente, poderia exacerbar a resposta negativa de contaminantes como as micotoxinas.
Além dos estudos sobre efeito de micotoxinas e/ou efeitos protetores de compostos bioativos
em C. elegans serem escassos, nenhum estudo foi desenvolvido avaliando a relacdo de
compostos bioativos do vinho tinto com os danos oxidativos causados por OTA neste modelo
Vivo.

Diante deste contexto, este trabalho se justifica pelo crescente apelo ao consumo de
alimentos com efeitos benéficos a saude, como é o caso dos vinhos. Embora os constituintes
desses alimentos apresentem propriedades funcionais, € necessario avaliar a composicao do
alimento como um todo, levando em consideracdo a presenca de possiveis contaminantes.
Além disso, é de extrema importancia avaliar a interacdo entre estes constituintes e 0s
contaminantes, bem como seus efeitos potenciais no organismo humano, garantindo assim as

propriedades funcionais e a seguranca do alimento.
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4. APRESENTACAO
As metodologias utilizadas neste estudo e resultados obtidos serdo apresentados na

forma de manuscrito em preparagdo para submissdo ao Periddico Food and Chemical

Toxicology.
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6. DISCUSSAO GERAL

O crescente apelo ao consumo de alimentos ricos em compostos bioativos tem
despertado o interesse em estudos envolvendo o efeito destes compostos e sua possivel
interacdo com os contaminantes presentes. O vinho Cabernet Sauvignon ¢ um dos vinhos
mais consumidos mundialmente e se destaca por sua rica composicao fendlica, que contribui
para suas propriedades funcionais e sensoriais (SUN et al., 2002; SARUBBO et al, 2017).

O teor total de compostos fendlicos do vinho tinto foi maior (p < 0,05) no vinho sem
OTA (23441,31 mg L1) quando comparado ao vinho em presenca de OTA (5822,85 mg L™).
O vinho tinto Cabernet Sauvignon utilizado neste estudo apresentou uma variada composicéo
fendlica, sendo identificados e quantificados 23 compostos (11 antocianinas, 3 flavonols, 7
acidos fenolicos e 2 derivados estilbenos). O vinho tinto livre de OTA apresentou 7580,67 +
3,35 mg L' de antocianinas totais, representadas majoritariamente pela delfinidina-3-
glicosideo,  malvidina-3-glicosideo,  delfinidina-3-acetilglicosideo e  malvidina-3-
acetilglicosideo. O conteudo total de acidos fendlicos e flavonols neste vinho foi de 2752,56 +
1,01 mg L e 13108,06 + 1,23 mg L, respectivamente. Os acidos fendlicos majoritarios
foram os acidos cafeico e caftarico, enquanto que os maiores representantes dos flavonols
foram a quercetina-3-O-glucuronideo e laricitrina-3-O-glicosideo. Embora os derivados
estilbenos tenham sido identificados (trans-resveratrol e trans-piceido) foram detectados em
baixos niveis no vinho livre de OTA, em concentragdes variando entre 0,005 e 0,01 mg L™,
No vinho tinto em presenca de OTA, os derivados de estilbenos ndo foram detectados (<
0,005 mg L?). Esse resultado corrobora com o que vem sendo discutido na literatura, onde o
trans-resveratrol aparece em pequenas quantidades em vinhos tintos: 4,62 mg L™ (BAI et al.,
2013), 0,32 mg L (XU et al., 2014) e 0,95 mg L™ (WU et al., 2017), quando comparados aos
demais compostos fendlicos presentes nesta bebida.

A presenca de OTA no vinho tinto nas trés concentracdes avaliadas reduziu o
contetdo de antocianinas, flavonols e acidos fendlicos (p < 0,05). A diminui¢ao dos niveis de
compostos fendlicos no vinho adicionado de OTA pode estar associada a formacdo de
ligacGes entre OTA e estes compostos. Esse tipo de interacdo ja foi relatada para compostos
fendlicos do cha verde e Aflatoxina B1 (AFB1), onde 85 % dos compostos fendlicos
formaram complexo com a AFB1 (LU et al., 2016). No entanto, este é o primeiro estudo

avaliando a interacdo de compostos fenolicos do vinho tinto com a OTA.
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O potencial antioxidante e os efeitos benéficos do vinho tinto estdo associados a
presenca de compostos fendlicos, uma vez que antocianinas, flavonols e acidos fendlicos
auxiliam na remogdo de EROs (LOIZZO et al., 2011). O vinho tinto utilizado neste estudo
apresentou elevado potencial antioxidante em auséncia de OTA (p < 0,05), demonstrado pelos
ensaios antioxidantes da GSH, ABTS, 2-desoxirribose e ORAC.

O potencial antioxidante avaliado através dos métodos ORAC e ABTS néo foi afetado
(p > 0,05) pela presenca de OTA (1, 2 ¢ 4 pg L) no vinho. Ambos métodos utilizam
compostos sintéticos para avaliar o potencial antioxidante (ABTS e AAPH). Por outro lado,
0s ensaios da desoxirribose e da oxidagdo da GSH mimetizam in vitro o que aconteceria in
vivo, apresentando resultados mais expressivos (KUSKOSKI et al., 2005). A geracdo do
radical hidroxil (*OH) e a reducdo no conteddo de GSH foi superior (p < 0,05) no vinho
adicionado de OTA. A reducdo no conteudo de todos os grupos de compostos fendlicos
avaliados no vinho em presenca de OTA esta fortemente relacionada (r = -0,94 para 1 ug L™
de OTAer=-1para2e 4 ug L* de OTA ) com o aumento na geracdo do radical *OH e
reducdo do conteido de GSH (r = 0,89 paral pg LY de OTAer=1para2e 4 pg L* de
OTA).

Os menores niveis de compostos fendlicos no vinho adicionado de OTA resultaram
em perdas do potencial antioxidante, uma vez que 0S menores niveis destes compostos
reduzem a taxa de remocdo de radicais *OH, gerados via reacGes de Fenton (KURIN,
MUCAJI e NAGY, 2012). Em organismos vivos, a GSH € o antioxidante ndo-enzimatico
mais abundante em nivel celular, e desempenha um papel importante nos processos de
desintoxicacdo do organismo, eliminando ou reduzindo a toxicidade de compostos, como
OTA (VASCONCELOS et al., 2007; RINGOT et al., 2006). Estudo in vivo avaliando a
exposicdo de ratos (1-14 dias) a OTA (289 pg Kg?) indicou que a OTA diminui o conteldo
de GSH no tecido renal e essa diminuicdo foi evitada pela administracdo de vinho tinto
(ALBERTO et al., 2005).

O mecanismo de toxicidade da OTA em sistemas bioldgicos ainda ndo é totalmente
compreendido, mas sabe-se que 0 estresse oxidativo esta envolvido, através da formacédo de
diferentes EROs (ABDEL-HALEEM et al., 2016; ABDEL-WAHHAB et al., 2017; COSTA
et al., 2017). A presenca de OTA no vinho tinto afetou os marcadores de estresse oxidativo (p
< 0,05) em C. elegans, porém, ndo afetou sua sobrevivéncia quando comparado ao vinho tinto
em auséncia de OTA (p > 0,05).

A geracdo de EROs no metabolismo do nematoide foi menor nos grupos onde a OTA

foi adicionada ao vinho (p < 0,05) quando comparado ao vinho livre de OTA. No entanto, 0s
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niveis de LPO foram maiores em presenca de OTA (p < 0,05) quando comparado ao vinho
livre de OTA. No entanto, a menor concentragdo de OTA avaliada (1 pug L™) foi a que induziu
maiores niveis de LPO, sendo este resultado fortemente correlacionado de forma inversa (r = -
0,89) aos menores niveis de flavonols, acidos fenolicos e antocianinas presentes neste vinho.
O mecanismo principal associado a LPO induzida pela OTA ¢ baseado em sua capacidade de
quelar Fe®** e formar um complexo que é imediatamente reduzido a OTA-Fe?", que em
presenca de oxigénio inicia a reacdo de LPO (ALBERTO et al., 2005). Curiosamente, 0 vinho
tinto com adicdo de OTA 1 e 2 ug L? reduziu a geracdo de EROs, enquanto que 4 pg L*
aumentou essa geragao.

Essa reducdo na geracdo de EROs e aumento da LPO no vinho adicionado de OTA
estd associado ao aumento na expressdo das enzimas antioxidantes SOD e CAT no
metabolismo de C. elegans mesmo nas menores concentracdes de OTA avaliadas, estd
associado ao efeito hormetico. Na toxicologia, o efeito hormético é definido como um
processo no qual a exposicdo a uma dose baixa de um agente quimico que é prejudicial em
doses mais altas induz um efeito benéfico adaptativo na célula ou organismo (MARK, 2009).
Assim este efeito pode estar relacionado a uma resposta adaptativa ao estresse induzido pela
OTA no metabolismo do nematoide.

A adicdo de OTA ao vinho induziu aumento na expressao de SOD (p <0,05) em todas
as concentracfes quando comparado ao vinho tinto livre de OTA. A reducéo do contetdo de
antocianinas e acidos fendlicos apds adicdo de OTA (2 e 4 ug L™, respectivamente) pode estar
associada a superexpressao de SOD (r = 1). Menores niveis desses compostos podem atuar
como ativadores do metabolismo de defesa contra o estresse oxidativo, conforme descrito por
Gay et al. (2018) em células SH-SY5Y expostas a acido vanilico e ferrulico (1 — 5 uM) por 3
h e em seguida ao H20, (400 puM) por mais 24 h. Os resultados demonstraram a atuacdo
destes acidos fendlicos como ativadores das defesas antioxidantes neste tipo de célula.

A SOD apresentou-se como um bom marcador para avaliar a interacdo da OTA com
0s compostos fenolicos do vinho tinto no C. elegans, sendo que sua expressao foi afetada em
todas as concentracdes de OTA avaliadas. Além disso o aumento da expressdo de SOD pode
estar associado a manutencao da sobrevivéncia do nematoide, conforme ja descrito (BACK et
al., 2012). Assim, a auséncia de efeitos da OTA na taxa de sobrevivéncia dos nematoides
pode estar ligado a expressdo da SOD aumentada, uma vez que foi observada uma correlagéo
positiva forte (r = 1) entre taxa de sobrevivéncia na presenca de OTA (2 pug L™?) e o aumento

na expressdo de SOD.
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O aumento na expressdo de CAT induzido pela adicdo de 1 pg L de OTA ao vinho (p
< 0,05) apresentou correlagdo negativa forte (r = 0,89) com os menores niveis de flavonols.
Tratamento agudo (30 min) do C. elegans com quercetina (50 uM) resultou em reducéo na
expressdo da enzima antioxidante CAT. Os autores propuseram que a reducdo da expressao
de CAT pode ser o resultado dos efeitos antioxidantes diretos do flavondide, uma vez que foi
observado que a quercetina reduz os niveis de EROs sob diversas condicbes de estresse
(DEUSING et al. 2015). Neste estudo os menores niveis de flavonols estdo associados ao
aumento da expressdo de CAT. A expressdo de CAT foi alterada apenas na menor
concentracdo (1 ng L), o que pode estar moderadamente associado (r = 0,80) com o aumento
dos niveis de LPO observados em todas as concentracdes de OTA avaliadas.

A utilizacdo das cepas transgénicas de C. elegans para avaliar a expressao das enzimas
antioxidantes enddgenas SOD e CAT apresenta-se como uma vantagem na utilizacdo deste
modelo vivo, uma vez que o0 aumento da expressdo das enzimas é acompanhado de aumento
da fluorescéncia verde. Essa fluorescéncia é resultado da adicdo de uma proteina verde (GFP,
do inglés: green fluorescent protein) fluorescente no gene destas cepas (CORSI et al., 2015).
Epigalocatequina (0,1 pg mL™?) e quercetina (50 uM) aumentaram e diminuiram a expressio
de SOD, respectivamente, no metabolismo do C. elegans. A variagdo na expressdo dessa
enzima foi avaliada pelo aumento ou decréscimo na fluorescéncia verde emitida pelo
nematoide transgénico (GFP). Essa variacdo nos resultados em presenca dos dois compostos
fendlicos foi associada a suas diferencas estruturais (DEUSING et al., 2015).

O presente estudo demonstra a importancia de se avaliar a interacdo entre compostos
benéficos e contaminantes presentes na dieta humana, visto que a presenca de OTA no vinho
tinto por 24 horas causou deplecdo de compostos fendlicos e reducdo da atividade
antioxidante in vitro. O modelo in vivo baseado no metabolismo de C. elegans possibilitou
avaliar marcadores de dano oxidativo associados aos efeitos toxicos desta micotoxina.
Contudo, ainda ndo ha estudos avaliando a formacdo de complexos entre a OTA e 0s
compostos fendlicos do vinho tinto, sendo estes estudos objeto de maxima prioridade para

estudos futuros.
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7. CONCLUSOES

O conteudo de antocianinas, flavondis e acidos fendlicos foi menor apds a adicdo de
OTA ao vinho tinto, resultando em perda do potencial antioxidante do vinho contra o H20> e
o radical "OH.

No metabolismo do C. elegans, a presenca de OTA no vinho induziu efeito hormético
na geragdo de EROs, além de induzir aumento da expressdo de SOD em todas as
concentragdes de OTA avaliadas e de CAT na menor concentragdo desta micotoxina. Todas
as concentracdes de OTA avaliadas induziram aumento dos niveis de LPO.

Assim, a avaliacdo da formacdo de complexos entre a OTA e os compostos fendlicos
do vinho tinto serdo de extrema importancia para corroborar os efeitos da presenca dessa

micotoxina em vinhos tintos observados no presente estudo.
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