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Caracteristicas fisico-quimicas e farmacologicas de vinhos do Vale do Sdo Francisco

RESUMO

As doengas cardiovasculares representam um grande problema de satide publica e alimentos contendo
polifenois, como uvas e vinhos, podem desencadear beneficios ao sistema cardiovascular. Neste trabalho
objetivou-se avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e o efeito vasorelaxante de Vinhos Tintos do Vale do
S&do Francisco (VTVSF), safra 2010: Duccos (uva Petit verdot), Terranova (uva Shiraz) e Rio Sol (uva Cabernet
Sauvignon/Shiraz 50% de cada). Foram avaliados os seguintes parametros: pH, Extrato Seco (ES), Fendlicos
Totais (FT) e Antocianinas Totais (AT). Resultados: Duccos (pH: 3,81 £ 0,00; ES: 41,03 g/L * 0,14; FT (280 nm):
83,13 £ 0,14; AT: 171,21 mg/L + 0,58); Terranova (pH: 3,69 + 0,00; ES: 34,17 g/L + 0,17; FT (280 nm): 104,87 *
0,17; AT: 78,33 mg/L + 0,17) e o Rio Sol (pH: 3,71 £ 0,00; ES: 32,00 g/L + 0,03; FT (280 nm): 82,57 + 0,17; AT:
78,33 mg/L £ 0,17). Para avaliacdo do efeito vasorelaxante, utilizou-se anéis de artéria mesentérica superior
isolada de rato (n=6). Demonstrando-se que o efeito vasorelaxante é predominantemente dependente da
presenca de endotélio vascular, com valores de vasorrelaxamento expressos como efeito maximo (Emax):
Duccos (104,63 * 7,45%), Terranova (80,74 * 6,85%) e Rio Sol (100,31 * 4,70%). O vinho Duccos apresentou
maior potencial relaxante desencadeado pela ativagao da via NO-GMPc-PKG e maior quantidade de: ES, FT e
AT, o que sugere que dentre os vinhos analisados é o que pode desencadear o melhor beneficio
cardiovascular.

Palavras chaves: Vinho; polifenois; vasodilata¢do; éxido nitrico.

ABSTRACT

Cardiovascular diseases represent a greater public health problem and foods containing polyphenols, such
as grapes and wine, can trigger benefits to the cardiovascular system. The following study aimed to evaluate
the physicochemical characteristics and the vasorelaxant effect of red wines from S3o Francisco Valley
(RWVSF), 2010 harvest: Duccos (Petit verdot grape), Terranova (Shiraz grape) e Rio Sol (grape Cabernet
Sauvignon/Shiraz 50% of each). The following parameters were evaluated: pH, dry extract (DE), total phenolics
(TP) and total anthocyanins (TA). Results: Duccos (pH: 3.81 + 0.00; DE: 41.03 g/L + 0.14; TP (280 nm): 83.13 £
0.14; TA: 171.21 mg/L * 0.58); Terranova (pH: 3.69 * 0.00; DE: 34.17 g/L + 0.17; TP (280 nm): 104.87 % 0.17; TA:
78.33 mg/L + 0.17) e o Rio Sol (pH: 3.71 £ 0.00; DE: 32.00 g/L + 0.03; TP (280 nm): 82.57 + 0.17; TA: 78.33 mg/L
+0.17). In order to evaluate the vasorelaxant effect, superior mesenteric artery rings isolated from rats (n=6)
were used. It demonstrated that the vasorelaxant effect is predominantly dependent on the presence of
vascular endothelium, with values expressed as maximum effect (Emax). Duccos (104.63 * 7.45%), Terranova
(80.74 * 6.85%) and Rio Sol (100.31 + 4.70%). The Duccos wine showed the highest relaxing potential, which
was triggered by the activation of NO-GMPc-PKG pathway and a greater amount of: DE, TP and AT, which
suggests that one of the wines reviewed, is what may trigger a better cardiovascular benefit.

Key words: Wine; polyphenols; vasodilation; nitric oxide.

INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) representam grande problema de saude
publica, responsaveis por aproximadamente 17 milh6es de mortes no mundo, das quais
80% ocorrem nos paises em desenvolvimento. Estima-se que em 2030 mais de 23 milhdes

de pessoas morrerdo por DCV (CARDOSO e MAFRA, 2015, p 87).
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A alimentacdo é hoje reconhecidamente um dos fatores mais importantes para a
prevencao cardiovascular primaria e secunddria (ALBUQUERQUE e OLIVEIRA, 2015, p 44).
A inclusao do vinho na alimentacdo, ingerido em quantidade moderada, traz varios
beneficios a salde, ja que o mesmo apresenta compostos bioativos capazes de melhorar a
funcdo circulatdria e cardiaca (DOMENEGHINI e LEMES, 2011, p 168).

Um estudo, em especial, foi muito importante para o surgimento de outros estudos
relacionando o vinho com a satde. O experimento demonstrou que embora os franceses
ingerissem uma quantidade alta de gordura saturada quanto os norte-americanos, o
nuimero de mortes por doenga arterial coronariana era bem menor na Franca do que nos
Estados Unidos, e este beneficio foi atribuido ao consumo maior de vinho pelos franceses
(RENAULD e LORGERIL, 1992, p 1523). Este fendmeno foi denominado como “Paradoxo
Francés” (BLATOUNI, 2006, p 14).

O consumo de vinho deve ser regular e moderado, de uma a duas tagas ao dia
(totalizando 300 mL), para oferecer efeitos benéficos sem comprometer a saide do
organismo e proteger o sistema cardiovascular (ABE et al., 2007, p 394), ja que pesquisas
na area concluem que o consumo moderado de polifenois, inclusive os polifenois presentes
no vinho, melhoram a fun¢do endotelial e diminuem a agregacao plaquetdria (STOCLET et
al., 2004, p 302).

O presente estudo busca resultados que comprovem que os vinhos tintos do Vale
do Sao Francisco (VSF) possuem caracteristicas fisico-quimicas e farmacolégicas relevantes
a saude cardiovascular, no que tange principalmente aos componentes encontrados nos
vinhos, especialmente os polifenois. Assim, o objetivo deste estudo foi analisar
caracteristicas fisico-quimicas dos vinhos tintos e avaliar os seus efeitos vasorelaxantes,
através de metodologia in vitro, utilizando-se a artéria mesentérica superior isolada de
ratos normotensos, correlacionando as propriedades fisico-quimicas com o efeito

vasorelaxante, quando possivel.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de trés vinhos tintos do VSF: Duccos (uva Petit Verdot,
safra 2010), Terranova (uva Shiraz, safra 2010) e Rio Sol (uva Cabernet Sauvignon/Shiraz 50%
de cada, safra 2010). As andlises fisico-quimicas destes vinhos foram realizadas na sede da
Empresa Brasileira de Agropecudria (EMBRAPA - Semidrido) no municipio de Petrolina-PE,
com amostras adquiridas no comércio local de Petrolina-PE.

Para a avaliagdo do efeito vasorelaxante foram utilizados nos ratos Wistar
procedentes do Biotério Central da UNIVASF pesando entre 250 e 300 gramas, mantidos
em caixas de polipropileno, submetidos a ventilacdo e temperatura (21 + 1°C) controladas e
constantes, ao ciclo claro/escuro de 12 h (6-18 h), com livre acesso a dgua e a ra¢do. As
substancias e sais utilizados foram adquiridos da Merck® e Sigma-Aldrich®.

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal do Vale do Sdo Francisco (CEEHA/UNIVASF) com parecer n°

0038/240811.

Para os experimentos com artéria mesentérica, foi utilizada a solucdo nutritiva de
Tyrode (pH 7,4) cuja composicdo segue: NaCl: 158,3 mM, KCl: 4,0 mM, CaCly: 2,0 mM, MgCl,:
1,05 mM, NaH,PO,: 0,42 mM, C¢H:,0¢: 5,6 mM, NaHCOs: 10,0 mM (Fonte: Tanaka et al,

1999), mantida a 37 ° C e aerada com mistura carbogénica (95% de O, e 5% de CO,).

Rotaevaporacao e liofilizacdo dos vinhos

O etanol dos vinhos do VSF foram rotaevaporizados e posteriormente liofilizados
conforme MOURA et al., 2004, p 302. O residuo foi acondicionado em recipiente de vidro
em aliquotas, protegido com filme de PVC e papel laminado, e conservado a temperatura

de -20°C até o dia de uso.
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Preparacao da amostra em estudo

Para os experimentos in vitro, os vinhos foram diluidos em 3agua destilada com
concentragdes crescentes e cumulativas (0,00001; 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1; 1,0; 10; 100; 300;
500 e 1000 pg/mL). Estas concentracdes foram previamente definidas em estudo anterior
e publicadas em LUCIANO et al., 2011, p 697. Todas as solucdes foram mantidas a 0° C antes

da utilizacdo em cada protocolo experimental.

METODOS

ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Todas as analises fisico-quimicas foram realizadas em triplicata.

Determinac¢ao do pH

O potencial hidrogeniénico (pH) foi verificado utilizando pHmetro (Tecnal®). O
potenciémetro digital foi ligado 15 minutos antes do inicio das andlises para estabilizar o
circuito elétrico sendo em seguida, calibrado com solu¢bes tampdes de pH 7,0 e 4,0 a

temperatura de 20°C (O1V, 1990, p 3).

Quantificacao do extrato seco

A anadlise do extrato seco foi realizada com a utilizacao do Mddulo de Leitura
AlcoMat-2® e da Balanca Hidrostdtica Densi-Mat® que determina o valor do extrato seco

total de vinhos. Primeiro foi realizado a leitura da amostra pura, e depois, a da amostra
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desalcoolizada por meio de arraste a vapor, e pela diferenca de valores foi determinado o

extrato seco (OlV, 1990, p 3).

Quantificacao de polifenois totais

Os polifenois totais foram identificados pelo indice a 280 nm conforme
HARBERTSON e SPAYD, 2006, p 282. As amostras foram diluidas em agua a 1%, lidas em
espectrofotdmetro a 280 nm, com cubetas de quartzo e os resultados expressos pela

absorbancia, considerando o fator de diluigao.

Determinacao de antocianinas totais

As antocianinas totais foram determinadas através do método espectrofotométrico
de diferencial de pH com leitura a 520 nm, conforme OIV, 1990, p 3; PEREIRA et al., 2005,
p 6383. A concentracao de antocianinas livre, expressa em mg.L", foi obtida relacionando
as diferencas de densidade dtica a uma curva padrdo estabelecida com os seguintes
valores: Antocianinas (mg L") = 388 x Ad, onde Ad= diferenca de leitura entre os dois tubos

e 388 o fator de linearidade.

ENSAIOS FARMACOLOGICOS IN VITRO

Preparacdes de anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato normotenso

Os ratos Wistar foram mortos por deslocamento cervical. Foi feita a diérese
abdominal e retirada a artéria mesentérica sendo imediatamente imersa em solucdo de
Tyrode a 37 °C e aerada com carbogénio (95% O, e 5% CO,), mantida em pH constante de
7,2-7,4. ApOs, foi feita a limpeza do tecido conjuntivo e gordura aderidos a artéria, sendo a
mesma seccionada em anéis (1-2 mm de comprimento). Estes anéis foram colocados em
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haste de aco inoxiddvel e suspensos por uma linha de algodao fixada ao transdutor
isométrico de for¢ca modelo TRO015 (Panlab®, s.l., Espanha), acoplados a um amplificador
de forca do tipo “Bridge System” (Insight®, Brasil), conectados a um computador e imersos
em um sistema de banho para érgdos isolados modelo EFF-321 (Insight® Instruments,
Brasil). A depender do protocolo (com presenca ou auséncia de endotélio) foi feita a
remocao mecanica do endotélio perpassando levemente a haste no seu lumen.
Constatando a presenca do endotélio, foram considerados funcionais os anéis com
relaxamento superior a 80% sobre a pré-contracao com fenilefrina. J& os anéis com
relaxamentos inferiores a 10%, foram considerados sem endotélio (FURCHGOTT e
ZAWADZKI, 1980, p 373). Anéis com relaxamento entre 10% e 80% foram descartados.
Foram submetidos a uma tensdo basal de 0,75 g por 60 minutos (FURCHGOTT e
ZAWADZKI, 1980, p 373) para estabilizacdo, havendo troca da solu¢do nutritiva a cada 15
minutos, para evitar o acimulo de metabdlitos na cuba, e ajustando a linha de base
(ALTURA e ALTURA, 1970, p 1698) quando necessdrio antes do inicio do experimento. Essas
informacdes foram captadas pelo transdutor isométrico, gravadas e convertidas em

graficos pelo programa WindaQ DataQ.

PROTOLOCOLOS EXPERIMENTAIS DESENVOLVIDOS IN VITRO

Avaliacdo da atividade de vinhos do Vale do S3o Francisco (VTVSF) sobre anéis de artéria

mesentérica isolada de ratos normotensos pré-contraidos com fenilefrina (FEN).

ApJs o periodo de estabilizacao de 1h e verificacao da funcionalidade do endotélio
vascular (relaxamento desencadeado pela Ach superior a 80% sobre a pré-contracdo de
FEN), foi induzida a segunda contracdo (fase ténica de aproximadamente 15 min) com FEN
(10 pM) (conforme a Figura 1), com valor de contracdo semelhante a primeira. Apds 40
minutos, foram adicionadas concentracdes crescentes e cumulativas (0,00001; 0,00071;

0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 100; 300; 500 e 1000 ug/mL) (LUCIANO et al, 2011, p 697) dos VTVSF,
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para a obtenc¢do de uma curva concentracdo-resposta (n=6) na presenca ou auséncia de
endotélio vascular (Figura 1). O tempo de intervalo entre cada concentracdo do vinho
aplicada foi de 4 minutos. A resposta foi expressa em % de relaxamento em relacdo a
contragao produzida pela FEN. No final de cada experimento, foi realizada lavagem seguida
de vinte minutos de estabiliza¢dao. Posteriormente, uma nova contragao com fenilefrina foi
realizada com o objetivo de verificar a integridade dos anéis da artéria no final do
experimento (dados ndo mostrados). A percentagem de inibicdo da contracdo foi
mensurada pela comparacao da resposta antes e apds adicao dos VTVSF. Assim a curva
obtida do efeito vasorelaxante em preparacdes montadas com endotélio intacto pré-

contraidos com fenilefrina, foi considerada como controle.

Figura 1: Representacdo esquemadtica do protocolo experimental para investigacao do efeito
vasorrelaxante de concentracGes crescentes e cumulativas do VTVSF (105-1000 pg/mL), em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato normotenso pré-contraidos com FEN (10 pM) na auséncia ou presenca

de endotélio funcional (FEN: fenilefrina; ACh: acetilcolina; Lav: lavagem).

Anéis com & ACh (10 b Vinhos (0,00001 - 1000 pug/mL)
endotélio v
vascular
E () ?
¥ Lav. V Lav.
60min N FEN(10 uM) T AFEN(10uM) A FEN (10 uM) g
e
Tempo (s)
Vinhos (0.00001 - 1000 ua/mL)
¥ ACh (10 uM) ¥
Anéis sem
endotélio
vascular ?
E() v Lav. ¥ Lav.
60 min N FEN (10 uM) ™ FEN (10 uM) A FEN (10 pM) §
=
Tempo (s)

Verificacdo da influéncia da inibi¢do da enzima sintase do 6xido nitrico endotelial (eNOS) sobre a resposta
vasorelaxante induzida pelo liofilizado do VTVSF em anéis de artéria mesentérica isolada de rato
normotenso.
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Os vasos que obtiveram vasorrelaxamento acima de 80% na presenca de ACh
previamente incubados com FEN foram considerados providos de endotélio funcional, e
entdo posteriormente a verificacao do endotélio funcional, as preparacdes de anéis de
artéria mesentérica superior isolada de ratos foram previamente incubadas com L-NAME
(100 uM), um inibidor competitivo da enzima sintase do 6xido nitrico (MONCADA e HIGGS,
1993, p 2005) por 30 min. Apds este periodo, uma contracdo ténica com fenilefrina (10 uM)
foi obtida e as concentracGes crescentes e cumulativas (0,00001; 0,0001; 0,001; 0,01; 0,1; 1;
10; 100; 300; 500 e 1000 pg/mL) do vinho que apresentou maior efeito vasorelaxante foram
adicionadas (n=6). As respostas obtidas do vinho na presenca do inibidor L-NAME foram

comparadas com aquelas obtidas na auséncia do inibidor.
Analise Estatistica

Os valores foram expressos como média * e.p.m. Quando apropriado, a
significancia estatistica foi determinada por analise ANOVA one-way ou two-way seguido
de pds-teste de Bonferroni, usando o software GraphPad Prism® versdo 5.0. Valores com

p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes.

RESULTADOS

Ensaios fisico-quimicos
Os resultados das analises fisico-quimicas dos vinhos estdo ilustrados na Tabela 1.

Tabela 1: Caracteristicas fisico-quimicas dos vinhos testados.

Média + e.p.m
VINHOS pH Extrato seco (g/L) Fendlicos totais Antocianinas
(280 nm) (mg/L)
Duccos 3,81+ 0,000 41,03 * 0,1453 83,13+ 0,14 171,21+ 0,58
Terranova 3,69 + 0,0034 34,17 + 0,0034 78,33 £ 0,17 104,87+ 0,17
Rio Sol 3,71+ 0,007 32,00 * 0,03 82,59 + 0,06 89,02 + 0,04

Ensaios in vitro
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Efeitos dos VTVSF em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos

normotensos pré-contraidos com fenilefrina.

Em preparag¢des com endotélio funcional, a adicdo crescente e cumulativa do
liofilizado livre de alcool do vinho tinto Terra Nova desencadeou vasorrelaxamento (Emax=
80,74 +6,85%, n=6) (Figura 2). Em preparacdes desprovidas de endotélio funcional, o efeito

vasorelaxante foi atenuado (Emax= 31,45 * 4,00%, n=6) (Figura 2).

Figura 2: Curva concentracdo-resposta do vinho tinto Terranova (0,00001-1000 pg/mL) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato pré-contraidos com fenilefrina (10 uM) na presenca (m) e auséncia (*)
de endotélio funcional. Os resultados estdo expressos como media * e.p.m. *p<0,05 versus endotélio

intacto.
o.
20+ *
S
GC) 40+
IS
5
E 601 —— Endotélio Ausente
S Erax = 31,45 + 4,00%
80+
100+ -=- Endotélio Presente
Enax = 80,74 £ 6,85%
-5.0 -2.5 0.0 2.5

Log [Terra Nova Shiraz pg/mL]

Em preparag¢bes com endotélio funcional, a adicao crescente e cumulativa do
liofilizado livre de alcool do vinho tinto Rio Sol desencadeou vasorrelaxamento (Emax=
100,31 * 4,70%, n= 6) (Figura 3). Em preparac6es desprovidas de endotélio funcional, o

efeito vasorelaxante foi atenuado (Emax= 24,38 * 4,26%, n=6) (Figura 3).
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Figura 3: Curva de concentra¢do-resposta do vinho tinto Rio Sol (0,00001-1000 pg/mL) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato pré-contraidos com fenilefrina (10 uM) na presenca (m) e auséncia (*)
de endotélio funcional. Os resultados estdo expressos como media * e.p.m. *p<0,05 versus endotélio

intacto.
0-
* gy
20+
)
GC) 40+
£
5
g 601 -+ Endotélio Ausente
N Enax = 24,38 £ 4,26%
804
1004 -= Endotélio Presente
Eqax = 100,31 + 4,70%

-5.0 -2.5 0.0 25
Log [Rio Sol Cabernet Sauvignon/Shiraz pg/mL]

Em preparagbes com endotélio funcional, a adicdo crescente e cumulativa do
liofilizado livre de dalcool do vinho tinto Duccos desencadeou vasorrelaxamento (Emsx=
104,63 * 7,45%, n= 6) (Figura 4). Em preparacdes desprovidas de endotélio funcional, o

efeito vasorelaxante foi atenuado (Emax= 33,57 * 4,66%, n=6) (Figura 4).
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Figura 4: Curva de concentracdo-resposta do vinho tinto Duccos (0,00001-1000 pg/mL) em anéis de artéria
mesentérica superior isolada de rato pré-contraidos com fenilefrina (10 uM) na presenca (m) e auséncia (+)
de endotélio funcional. Os resultados estdo expressos como media * e.p.m. *p<0,05 versus endotélio

intacto.
0.
*
*
204 *
K%
bS]
GC) 404
=
5
5 0 - Endotélio Ausente
14
S Ensx = 33,57 * 4,66%
804
100+ -= Endotélio Presente
Emax = 104,63 £ 7,45%
-5.0 -25 0.0 25

Log [Duccos Petit verdot pg/mL]

Participacdo da enzima sintase do 6xido nitrico endotelial (eNOS) na resposta vasorelaxante induzida pelo
vinho tinto liofilizado livre de dlcool Duccos em anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
normotensos.

O efeito vasorelaxante induzido pelo liofilizado livre de alcool do vinho tinto Duccos
em anéis de artéria mesentérica superior pré-tratados com L-NAME (100 uM) foi
significantemente atenuado (Emax= 21,91 * 3,13%, n=6) (Figura 5) quando comparado a

resposta obtida na auséncia deste inibidor (Emax= 104,63 * 7,75%, n=6) (Figura 5).
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Figura 5: Curva de concentra¢do-resposta de Duccos (0,00001-1000 pg/mL) em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato normotenso pré-contraidos com fenilefrina (10 uM) na auséncia (m) e presenca (*)
de L-NAME (100 pM). Os resultados estdo expressos como media + e.p.m. *p<0,05 versus endotélio intacto

sem L-NAME.
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DISCUSSAO

O presente estudo contemplou a andlise das propriedades fisico-quimicas e a
avaliagdo do efeito vasorelaxante de trés vinhos tintos do VSF, através da realizagao da
andlise de parametros fisico-quimicos e através de metodologia in vitro, utilizando o
liofilizado livre de dlcool dos vinhos e anéis de artéria mesentérica superior isolada de ratos
normotensos.

Inicialmente foram testadas algumas caracteristicas fisico-quimicas dos vinhos: pH,
extrato seco, fendlicos totais e antocianinas totais (tabela 1).

A concentracdao de acido de um vinho e o pH s3o importantes parametros
tecnolégicos em enologia. Vinhos com altos valores de pH sdo resultantes, principalmente,
de uvas com valores excessivos de potassio e podem comprometer a sua conservacao,
requerendo entdo a prévia correcdo com acido tartarico (FOGACA et al., 2007, p 597), ja
que o acido tartdrico € o mais forte acido organico dos vinhos, e por isso influencia de modo
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direto nas suas caracteristicas bioldgicas e sensoriais (RIZZON e MIELE, 2001, p 893). No
estudo do pH, a literatura mostra que os valores adequados se encontram na faixa entre
3,0 a 3,8. Os resultados deste estudo se encontram compreendidos neste intervalo. O
vinho tinto Duccos apresentou valor maior de pH estatisticamente significante quando
comparado aos outros dois vinhos, sugerindo que o vinho Duccos apresenta propensao
maior as alteracbes oxidativas e bioldgicas, todavia, encontra-se dentro da faixa de
referéncia de pH aceita pela literatura (OLIVEIRA et al., 2009, p 4).

O extrato seco total do vinho representa o peso do residuo seco obtido apds a
evaporacdo dos compostos voldteis (OIV, 1990, p 3). Dentre os componentes
fundamentais que compdem o extrato seco total estdo os acidos fixos, sais organicos e
minerais, polidlcoois, compostos fendlicos, compostos nitrogenados, acucares e
polissacarideos (OLIVEIRA et al., 2012, p 1760). Logo, dentre os vinhos analisados o que
possui 0 maior nimero de compostos ndo volateis é o vinho Duccos, seguido pelo vinho
Terranova e em seguida, o vinho Rio Sol.

Para a quantificacdo minima do extrato seco, o valor de referéncia é 8,0 g/L, sem
limites maximos estabelecidos, pois este valor pode variar conforme a regido do pais em
que as uvas sao cultivadas (BRASIL, 2008, p 3). Todos os vinhos analisados no presente
trabalho tiveram resultados variando entre 30 g/L e 42 g/L (tabela 1), logo estdo acima dos
valores propostos pela legislacdo, o que pode estar relacionado com as condicbes
climaticas peculiares da regido do VSF. Para avaliar a quantidade de polifenois no extrato
seco, procedeu-se a analise de FT dos trés vinhos.

Segundo a literatura, os vinhos do VSF possuem valores superiores de polifenois,
quando comparados a outros vinhos, como os vinhos produzidos na Serra Gaucha
(NASCIMENTO, 2010, p 140). No presente estudo, os trés vinhos apresentam alto teor de
FT (tabela 1), o que pode ser explicado pela alta exposicdo solar da uva nesta regido, o que
proporciona uma caracteristica diferenciada com relacao ao quantitativo de fendlicos
totais com outras regides do Brasil ou do mundo (OLIVEIRA, SOUZA e MAMEDE, 2011, p
163).

Dentre os trés vinhos analisados o que possui maior quantidade de antocianinas é o
vinho Duccos (171 mg/L), seguido pelo vinho Terra Nova (104,87 mg/L) e por ultimo o vinho
Rio Sol (89,02 mg/L) (tabela 1). As antocianinas sdo derivadas da classe dos flavonoides, e
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demonstram ter atividade bioldgica antioxidante, anti-inflamatdria, antimicrobiana e
anticarcinogénica (MAZZA, 2007, p 370). O vinho Duccos, com maior teor de antocianinas
dentre os vinhos analisados sugere uma atividade antioxidante maior, quando comparado
aos outros dois vinhos do estudo.

Visto a alta quantidade de polifenois totais encontrados nos vinhos do estudo bem
como alta quantidade de antocianinas e a demonstracao prévia em estudo de que os
vinhos tintos do VSF desencadeiam vasorrelaxamento em vaso isolado de animal
(LUCIANO et al, 2011, p 699), foram realizados protocolos experimentais com artéria
mesentérica superior isolada de ratos normotensos para investigar se estes VTVSF
apresentam efeito direto nos vasos sanguineos.

Invitro, o etanol aumenta a expressao da enzima responsavel pela sintese de 6xido
nitrico, a sintase do 6xido nitrico endotelial (eNOS), e consequentemente a producdo de
oxido nitrico (NO) nas células endoteliais adrticas (VENKOV et al., 1999, p 638). Os
polifenois do vinho tinto, em especial o resveratrol, aumentam a expressao da eNOS, a sua
liberacdo e a liberacdo de NO das células endoteliais (WALLERATH et al., 2002, p 1652).
Assim, no presente estudo, a extracdo do alcool e da dgua por rotaevaporacao e liofilizacao
visa garantir que o efeito vasorelaxante seja desencadeado pelos polifenois presentes
neste vinho, e ndo pelo alcool.

Em condicdes controladas (citadas na metodologia), quando os VTVSF foram
testados em anéis de artéria mesentérica superior isolada de rato ocorreu
vasorrelaxamento, que foi significativamente atenuado apds a remoc¢ao do endotélio
funcional, mostrando que o efeito vasorelaxante é predominantemente dependente da
presenca do endotélio funcional do vaso. Todavia, foi observado que os padrdes de
vasorrelaxamento induzidos pelos VTVSF ocorreram de modo diferenciado. A aplicacao
crescente e cumulativa do liofilizado Duccos em endotélio funcional apresentou maior
efeito vasorelaxante quando comparado ao Terranova e ao Rio Sol. Além disso, o efeito
vasorelaxante maximo com percentual étimo foi obtido com a aplicacao da concentracao
de 500 pg/mL no liofilizado Duccos, o que ocorreu da mesma maneira na aplicacdo do
liofilizado Terranova (500 pg/mL), mas diferentemente na aplicacdo do liofilizado Rio Sol

(1000 pg/mL), em relacdo ao percentual étimo obtido. Estudos realizados anteriormente,
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respectivamente, por Moura et al., (2004, p 302), com vinhos tintos Brasileiros da Serra
Galcha, e por Luciano et al (2011, p 697), com vinho tinto Garziera (uva Shiraz, safra 2005)
do VSF, mostraram efeito vasorelaxante em leito vascular mesentérico isolado e em artéria
mesentérica isolada de rato normotenso respectivamente, acordando com os presentes
resultados.

Em prepara¢Oes desprovidas de endotélio funcional quando comparado com as
preparacOes providas do mesmo, o efeito vasorelaxante foi significativamente atenuado
nos trés vinhos estudados. Ndo foi objeto de estudo deste trabalho o aprofundamento de
estudo das vias envolvidas no vasorrelaxamento em preparac¢des desprovidas de endotélio
funcional.

Visto o efeito vasorelaxante predominantemente dependente de endotélio
vascular ocorrido nos vinhos estudados, a literatura mostra que, nos vasos sanguineos, as
células endoteliais tém um papel critico na manutencao local da homeostasia, através da
liberacdo de varios autacoides sobre a vasculatura. A enzima eNOS é expressa
principalmente nas células endoteliais e plaquetas (MONCADA et al., 1997, p 138) e
mensageiros intracelulares agem nos estoques intracelulares de calcio, o qual, ligado a
calmodulina estimula a eNOS, dando inicio a sintese do NO (MONCADA et al., 1989, p 1709).
O vasorrelaxamento induzido pelo NO ocorre predominantemente através da ativacao da
enzima ciclase de guanilil soltdivel (GCs) em células musculares lisas vasculares, levando ao
acumulo de GMPc e subsequente ativacdo da proteina cinase G (PKG) (RAJAPAKSE e
MATTSON, 2009, p 252). Entretanto, o NO pode mediar uma variedade de efeitos por
mecanismos independentes de GMPc (WANSTALL et al., 2005, p 41).

Nestas condicOes, as preparacdes de anéis de artéria foram pré-incubadas com L-
NAME, um inibidor ndo seletivo da enzima eNOS, e testadas com o vinho que desencadeou
maior vasorrelaxamento na presenca de endotélio vascular, o Duccos. Em condi¢bes
controladas, a resposta vasorelaxante induzida por Duccos na presenca de L-NAME foi
significativamente inibida quando comparada com seu controle, sugerindo a participacao
da via NO-GMPc-PKG no vasorrelaxamento predominantemente dependente de endotélio
vascular induzido pelo vinho Duccos. A participacdao da via NO-GMPc-PKG é descrita na
literatura como uma das vias que pode ser ativada através de polifenois para desencadear

vasorrelaxamento. Um estudo com polifenois derivados de vinhos/uvas demonstrou
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possiveis mecanismos pelo quais os polifenois agem como a melhora da fun¢ao endotelial
e indicaram que, além de suas propriedades antioxidantes, os polifenois apresentam a
capacidade de aumentar a disponibilidade de mediadores com atividade vasodilatadora
como o 6xido nitrico (NO), o fator hiperpolarizante derivado de endotélio (EDHF) e
prostaciclina; e capacidade de inibir a sintese de mediadores vasoconstritores, como a
endotelina-1 em células endoteliais, a expressao de fatores proangiogénicos, como o fator
de crescimento endotelial vascular (VEGF) e a metaloproteinase do tipo Il (MMP-2)

(STOCLET et al, 2004, p 306).

No presente estudo, os trés vinhos analisados apresentaram vasorrelaxamento
predominantemente dependente da presenca de endotélio vascular. O vinho tinto Duccos
apresentou maior quantidade de extrato seco, maior quantidade de fendlicos totais, maior
quantidade de antocianinas totais, o que sugere um maior efeito antioxidante, fato que
pode explicar o maior percentual de vasorrelaxamento obtido com este vinho. Sendo
assim, os resultados encontrados estdo de acordo com a literatura, sugerindo que os
polifenois encontrados nas uvas e vinhos do Vale do Sao Francisco possam beneficiar o

sistema cardiovascular. Mais estudos serdo necessarios para comprovar esta hipdtese.

CONCLUSOES

e Todos os vinhos apresentaram efeito vasorelaxante em anéis de artéria
mesentérica isolada de rato normotenso, e este efeito é predominantemente
dependente da presenca de endotélio vascular;

e Dentre os trés vinhos, o vinho tinto Duccos apresentou maior efeito vasorelaxante
na presenca de endotélio vascular, maior pH, maior concentracdo de fendlicos
totais e maior teor de antocianinas;

e O efeito vasorelaxante predominantemente dependente de endotélio vascular do

vinho tinto Duccos foi atenuado na presenca de L-NAME, sugerindo o envolvimento
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da enzima eNOS, e, portanto, a participacdo da via NO-GMPc-PKG no
vasorrelaxamento;

e Os resultados encontrados sugerem um possivel beneficio na saide humana
desencadeado pelo consumo de polifenois das uvas e dos vinhos tintos do VSF, no

entanto, mais estudos serao necessarios para comprovar esta hipotese.
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