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RESUMO

PICCOLI, Raphaela Cassol. EFEITOS BIOQUIMICOS E METABOLICOS DA
ADMINISTRACAO DE FARINHA DO BAGACO DE UVAS EM MODELO ANIMAL DE
DIABETES MELLITUS TIPO 2. 2023. 151p. Dissertacdo de mestrado — Programa de
Pdos-Graduacdo em Nutricdo e Alimentos, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas,
2023.

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) € um distarbio metabdlico associado a
obesidade, fatores genéticos, inatividade fisica e dieta inadequada, o que pode
levar a doencas cardiovasculares (DCV), desequilibrio oxidativo e desordens
cognitivas. Muitos compostos vém sendo estudados como potenciais recursos
no tratamento e/ou prevencao desta doenga, como os derivados da uva. Dentro
deste contexto, a farinha do bagaco de uva (FBU), obtida ap6s processamento
do bagaco, tem sido avaliada. Esta contém nutrientes, fibras sollveis e
insolluveis, e compostos antioxidantes. O objetivo do presente trabalho foi
investigar os efeitos da administracdo de FBU das castas ‘Arinto’ e “Touriga
Nacional’ sobre parametros bioquimicos séricos, oxidativos, comportamentais
e histologicos em ratos Wistar machos adultos, onde avaliamos o potencial
protetor da suplementacédo de 10% de FBU em um modelo pré-clinico de DM2
induzido por dieta hiperlipidica (DHL) durante 28 dias e estreptozotocina (35
mg/kg) em dose Unica no 21° dia. Apds a realizacéo do teste oral de tolerancia
a glicose (TOTG) no 24° e a realizacao do teste do campo aberto (TCA) e
labirinto em cruz elevado (TLCE) no 28° dia, os animais foram eutanasiados e
foram coletados soro, cortex cerebral, hipocampo, figado e pancreas para
realizacdo das analises posteriores. A inducédo experimental de DM2 resultou
em diversos disturbios metabdlicos, como evidenciado pelo TOTG, area sob a
curva e glicemia sérica. Além disso, foram observados polildria e aumento
significativo do peso corporal, elevacdo na concentracdo sérica de TG, CT e
indice TyG. Houve, ainda, a inducdo de comportamento tipo-ansioso, conforme
observado no TLCE. Quando avaliados os parametros de estresse oxidativo foi
observado aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) em
hipocampo, elevacao nos niveis de nitritos e diminui¢cdo da atividade da enzima
catalase (CAT) em cortex, aumento nos niveis de substancias reativas ao acido
tiobarbittrico (TBARS) e nitritos, além da diminuicdo da atividade da enzima
superoéxido dismutase em figado. No pancreas, foram observados vacuolos em
células acinares e vasos congestionados. Por outro lado, o tratamento com
FBUB e FBUT mostrou efeitos protetores nos distarbios do metabolismo
glicémico e lipidico, reducdo da concentragao de acido urico e creatinina, bem
como das transaminases ALT e aspartato aminotransferase (AST). Além disso,
0 comportamento tipo-ansioso foi atenuado, e houve diminuicdo nos niveis de
TBARS e EROs em cortex cerebral, com estimulo da atividade da enzima CAT.
Os tratamentos também proporcionaram protecéo contra o aumento de TBARS
no figado, além de proteger as ilhotas beta pancreaticas frente a citotoxicidade
observada no contexto da resisténcia a insulina. Os resultados sugerem que 0s
subprodutos da uva podem desempenhar uma abordagem promissora para
mitigar os efeitos deletérios do DM2, contribuindo para estratégias terapéuticas
e dietéticas voltadas para a saude.

Palavras-chave: farinha de bagaco de uva, Touriga Nacional, Arinto, diabetes,
compostos fendlicos.



ABSTRACT

PICCOLI, Raphaela Cassol. BIOCHEMICAL AND METABOLIC EFFECTS OF
GRAPE POMACE FLOUR ADMINISTRATION IN AN ANIMAL MODEL OF TYPE 2
DIABETES MELLITUS. 2023. 151p. Master's dissertation — Post Graduation Program
in Nutrition and Food, Federal University of Pelotas, Pelotas, 2023.

Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) is a metabolic disorder associated withobesity,
genetic factors, physical inactivity, and inadequate diet, which can leadto
cardiovascular diseases (CVD), oxidative imbalance, and cognitive disorders.
Many compounds have been studied as potential resources in the treatment
and/or prevention of this disease, such as grape derivatives. In this context,
grape pomace flour (GPF), obtained after processing grape pomace, has been
evaluated. It contains nutrients, soluble and insoluble fibers, and antioxidant
compounds. The aim of this study was to investigate the effects of administering
GPF from the 'Arinto' and 'Touriga Nacional' grape varieties on serum
biochemical, oxidative, behavioral, and histological parameters in adult male
Wistar rats. We assessed the potential protective effect of 10% GPF
supplementation in a preclinical model of T2DM induced by a high-fat diet (HFD)
for 28 days and a single dose of streptozotocin (35 mg/kg) on the 21st day. After
performing the oral glucose tolerance test (OGTT) on the 24th day, and the open
field test (OFT) and elevated plus maze (EPM) test on the 28th day, the animals
were euthanized, and serum, cerebral cortex, hippocampus, liver, and pancreas
were collected for further analyses. The experimental induction of T2DM
resulted in various metabolic disturbances, as evidenced by OGTT, area under
the curve, and serum glucose levels. Additionally, polyuria and a significant
increase in body weight, elevation in serum levels of triglycerides (TG), total
cholesterol (TC), and TyG index were observed. Induction of anxiety-like
behavior was also observed in the EPM. When assessing oxidative stress
parameters, increased levels of reactive oxygen species (ROS) were observed
in the hippocampus, elevated levels of nitrites and decreased catalase (CAT)
enzyme activity in the cortex, increased levels of thiobarbituric acid reactive
substances (TBARS) and nitrites, as well as decreased superoxide dismutase
(SOD) enzyme activity in the liver. Vacuoles in acinar cells and congested
vessels were observed in the pancreas. On the other hand, treatment with GPF
from 'Arinto' and 'Touriga Nacional' grapes showed protective effects on
glycemic and lipid metabolism disorders, reduction in uric acid and creatinine
levels, as well as in the transaminases alanine aminotransferase (ALT) and
aspartate aminotransferase (AST). Furthermore, anxiety-like behavior was
attenuated, and there was a decrease in TBARS and ROS levels in the cerebral
cortex, with enhanced CAT enzyme activity. The treatments also provided
protection against increased TBARS in the liver, and protected pancreatic beta
cells from cytotoxicity observed in the context of insulin resistance. The results
suggest that grape byproducts may offer a promising approach to mitigate the
deleterious effects of T2DM, contributing to therapeutic and dietary strategies
for health.

Keywords: grape pomace flour, Touriga Nacional, Arinto, diabetes, phenolic
compounds.



Universidade Federal de Pelotas / Sistema de Bibliotecas
Catalogacao na Publicacao

P591e Piccoli, Raphaela Cassol

Efeitos bioquimicos e metabdlicos da administracao de
farinha do bagaco de uvas em modelo animal de diabetes
mellitus tipo 2 / Raphaela Cassol Piccoli ; Rejane Giacomelli
Tavares, orientadora ; Francieli Moro Stefanello,
coorientadora. — Pelotas, 2023.

151 1. :il.

Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacao
em Nutricao e Alimentos, Faculdade de Nutricao,
Universidade Federal de Pelotas, 2023.

1. Farinha de bagaco de uva. 2. Touriga nacional. 3.
Arinto. 4. Diabetes. 5. Compostos fendlicos. I. Tavares,
Rejane Giacomelli, orient. Il. Stefanello, Francieli Moro,
coorient. ll. Titulo.

CDD:641.1

Elaborada por Simone Godinho Maisonave CRB: 10/1733




AGL
AKT
ALT
AST
AU.C
BU
Caz+
CAT
CCL
CEUA
CONCEA
CT
Cu2+
DA
DCF
DCFH-DA
DCNT
DCV
DHL
DM
DM1
DM2
DNA
DTNB
DV
EDTA
EROs
FBU
FBUB
FBUT
FOXO1

Lista de abreviaturas, siglas e simbolos

Acidos graxos livres

Proteina cinase B

Alanina aminotransferase

Aspartato aminotransferase

Area sob a curva

Bagaco de uva

Célcio

Catalase

Comprometimento cognitivo leve
Comisséo de Etica no Uso de Animais
Conselho Nacional de Controle de Experimentacédo Animal
Colesterol Total

ion cobre

Doenca de Alzheimer

2’ 7’-diclorofluoresceina
2,7-dicloro-dihidrofluoresceina diacetato
Doencas cronicas ndo transmissiveis
Doencas Cardiovasculares

Dieta Hiperlipidica

Diabetes Mellitus

Diabetes Mellitus tipo 1

Diabetes Mellitus Tipo 2

Acido desoxirribonucleico
5,5’-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico)
Deméncia vascular

Acido etilenodiamino tetra-acético
Espécies Reativas de Oxigénio
Farinha do bagaco de uvas

Farinha do bagaco de uvas brancas
Farinha do bagaco de uvas tintas
Proteina forkhead box O1



GLUT
GSH
GPx
GR
GST
H202
HsPOa4
HDL
IDF
I.G
I.P

IRS
KCI
MAPK
MDA
Met
Mn2+

NADPH

oIV
OMS
PBS
PI13K
RI

Ser
SGLT1
-SH
SM
SNC

Transportador de Glicose

Glutationa

Glutationa Peroxidase

Glutationa Redutase

Glutationa S-transferase

Perdxido de hidrogénio

Acido fosférico

Lipoproteina de Alta Densidade
Federacgéo Internacional de Diabetes
Intragastrica

Intraperitoneal

Receptor de insulina

Substrato do receptor de insulina
Cloreto de potassio

Proteina de ativacao mitogénica
Malondialdeido

Metformina

ion Manganés

Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina
Oxido nitrico

Oxigénio

Anion superéxido

Radical hidroxila

Organizacéao Internacional de Videiras e Vinhos
Organizacdo Mundial da Saude
Tampao Salina-fosfato
Fosfoinositideo-3-cinase

Resisténcia a Insulina

Serina

Transportador de glicose dependente de sédio
Grupamentos tiois

Sindrome metabolica

Sistema Nervoso Central



SOD
STz
TA
TBA
TBARS
TCA
TG
TLCE
TOTG
Tyr

Zn2*

Superoxido dismutase
Estreptozotocina

Tecido adiposo

Acido 2-tiobarbittrico

Substancias reativas ao acido tiobarbitarico
Teste do Campo Aberto
Triglicerideos

Teste do Labirinto em Cruz Elevado
Teste oral de tolerancia a glicose
Tirosina

fon Zinco



Figura l

Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Figura 8

Figura 9

Lista de figuras

Via de sinalizacdo da insulina iniciada pela ligacdo da
insulina no receptor até a translocacao do transportador de
glicose

Vitis vinifera ‘“Touriga Nacional’ (A) e Vitis vinifera ‘Arinto’ (B)
Representacdo do protocolo experimental de DM2

Teste oral de tolerancia a glicose demonstrando a variacao
da glicemia em jejum e apo6s 30, 60 e 120 minutos de
sobrecarga oral de glicose (A) e area sob a curva (B)
Ganho de peso absoluto semanal ao longo de trés semanas
de consumo de dieta normolipidica, DHL, DHL
suplementada com FBUB ou DHL suplementada com FBUT
e perda de peso apds administracao de STZ

Efeitos do tratamento com Metformina e farinha do bagaco
de uva branca ou tinta nos niveis séricos de glicose (A),
triglicerideos (B), colesterol (C) e HDL (D) em ratos Wistar
submetidos a um protocolo de indugéo experimental de
Diabetes Mellitus tipo 2

Efeitos do tratamento com Metformina e farinha do bagaco
de uva branca ou tinta no indice Triglicerideos x Glicose em
ratos Wistar submetidos a um protocolo de inducao
experimental de Diabetes Mellitus tipo 2

Efeitos do tratamento com Metformina e farinha do bagaco
de uva branca ou tinta nos niveis séricos de acido urico (A),
ureia (B), creatinina (C), proteina (D), atividade das
transaminases AST (E) e ALT (F) em ratos Wistar
submetidos a um protocolo de inducdo experimental de
Diabetes Mellitus tipo 2

Efeitos do tratamento com Metformina e farinha do bagaco
de uva branca ou tinta no Teste do Campo Aberto, referente

aos cruzamentos totais (A) e numero de levantamentos (B)

23

32

35

41

44

46

47

48

49



Figura 10

Figura 11

em ratos Wistar submetidos a um protocolo de inducéo
experimental de Diabetes Mellitus tipo 2

Efeitos do tratamento com Metformina e farinha do bagago
de uva branca ou tinta no Labirinto em Cruz Elevado,
referente ao % de entradas no braco aberto (A) e % de
tempo no brago aberto (B) de ratos Wistar submetidos a um
protocolo de inducéo experimental de Diabetes Mellitus tipo
2

Caracteristicas histologicas pancreaticas de ratos Wistar
submetidos a um protocolo de indugédo experimental de
Diabetes Mellitus tipo 2 tratados com Metformina ou farinha
do bagaco de uva branca ou tinta. (A-C) CT, controle; (D-F)
DM2, Diabetes Mellitus tipo 2; (G-H) DM2+Met, DM2 +
Metformina, (J-L) FBUB, farinha do bagaco de uva branca,
(M-O) FBUT, farinha do bagaco de uva tinta.

49

57



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Lista de tabelas

Composicdo da dieta hiperlipidica utilizada no protocolo
experimental para inducéo de DM2.

Composicdo centesimal e valor calérico das dietas
experimentais

Efeito da administracdo de dieta hiperlipidica e STZ e
tratamento com Met e FBUB ou FBUT no consumo
alimentar, ingestdo hidrica, ganho de peso total, peso
relativo do pancreas e tecido adiposo

Efeito da administracdo de dieta hiperlipidica e STZ e
tratamento com Met e FBUB ou FBUT em parametros de
estresse oxidativo em coértex cerebral e hipocampo de
animais submetidos a um protocolo de inducédo
experimental de DM2

Efeito da administracdo de dieta hiperlipidica e STZ e
tratamento com Met e FBUB ou FBUT em parametros de
estresse oxidativo em figado de animais submetidos a um
protocolo de inducédo experimental de DM2

33

40

43

52

55



Sumério

L. INEFOTUGED .. 16
FZ @ ] o)1= 110 USSP 18
2.1 ODJELIVO QEIAl ... e 18
2.2 ODJetiVOS ESPECITICOS. .. .uuiiiiiiieiiiiiiiie et 18
3. ReVISA0 BIblIOGrafiCa........uuiiiie e 19
3.1 Diabetes MellitUS tiPO 2 ......ccoeeeiieeeeiici e e e e e aeaees 19
3.2 ESreSSe OXIAALIVO ...ccvvveiiiiiie e e e e e e eeeees 24
3.3 ComMPOSLOS fFENGIICOS ....uvviiiie e e e e 27
3.4 Farinha do bagaco d€ UVAS ..........ceuvuiiiiiiieieieeeece e e e 28
Y o (=T = VISR =N 1Y 1= (o o [0 31
4.1 Obtengéao das farinhas do bagago de uvas ..........cccccevvvvviviiiiiiiiiiieieeeeeee, 31
4.2 Dieta experimental para indug&o de DM2 ...........coovvvivviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 32
4.3 Composicao centesimal das dietas experimentais...........cccceeeeeeeevevnvnnnnnn. 33
4.4 ANIMais € aSPECLOS ELICOS ......ccvuuuiiiiieeeei e e e 33
4.5 Protocolo experimental de DM2 ..........coooiiiiiiiiii e, 33
4.6 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)......cceveeeeeiiiiiiiiiiiiieee e, 35
4.7 Parametros COMPOrtamMENtaisS .......ceeeeeeiiiiieiiiiee e eee e e e e e e e 35
4.8 Eutanasia e obtencdo de amostras biologicas ..........ccccccceeeiiiieiiiieiiiinnnnn. 36
4.9 D0sagens bioqQUIMICAS ........covvvuuiiiiie e 36
4.10 Avaliacdo de marcadores de estresse oxidativo............cccceeeeeeeereenninnnnnn. 36
O AN g Fo KT =TS, o= L] (o= U 38
5. RESUIAUOS ... 38
5.1. Composigao centesimal das ragdes experimentais..........cccccvvvvveeeeeeeeeenn. 38
5.2. Teste oral de toleréncia a glicose (TOTG)......ccuvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee 39
5.3. Parametros metaboOliCOS........ccovvviviiiiiiie e 41
5.4. Parametros bioquimiCOS SEIICOS .........cccevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeee e 44
5.5. Parametros Comportamentals .........cooeveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee e 47
5.6 Parametros de estresse oxidativo em cortex cerebral e hipocampo ........ 49
5.7 Parametros de estresse oxidativo em figado ........ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiniinnnn. 53
5.8 Analises histoldgicas €m PANCIeas..........cccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 55
T I 1S o 1 ST Lo SRR 57

A O] a1o] [ 153 (o NPT 65



8. Referéncias BIibliografiCas.........ccccccvvvviiiiiiiiiiieeeeeeeee 66

Anexo 1 - Carta de autorizacio da Comisséo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Pelotas (CEUA-UFPel) ...........coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee, 78

ANEXO0 2 - AItIJO 08 FEVISEOD .....uuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiititibiiiiibe bbb beeeeenennaee 79
ANEXO 3 = MANUSCIIEO. ...ttt 118



1. Introducéo

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) é uma doenca metabdlica crénica e
progressiva caracterizada pela disfungéo das células B-pancreaticas que levaa
hiperglicemia resultante da falha na utilizac&o de insulina (ZHOU et al., 2022).De
acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a prevaléncia global
(padronizada por idade) de diabetes quase dobrou entre os anos de 1980 e
2014 (OMS, 2014). O desenvolvimento desta doenca tem origem multifatorial,
sendo desencadeada por fatores genéticos e/ou ambientais, como a ingestao
calorica excessiva, composicdo da dieta e inatividade fisica (KHUTAMI et al.,
2022).

Tendo em vista que o DM2 contribui para a ocorréncia de desfechos micro
e macrovasculares nocivos, é de grande importancia explorar novasalternativas
terapéuticas e preventivas para esta importante desordem metabdlica (ZHOU
etal., 2022). De acordo com a OMS, o consumo de legumes,frutas e leguminosas
— ricos em compostos antioxidantes e fibra dietética — estdassociado a uma
menor incidéncia de sindrome metabdlica (SM) e doencas crdnicas nao
transmissiveis (DCNT) (OMS, 2002). A comunidade cientifica temse dedicado a
investigar os efeitos de produtos naturais e seus derivados, avaliando néo
somente as atividades biolégicas, mas também sua seguranca e eficacia
(CHANG & KIM, 2019).

Nos ultimos anos, revisdes importantes vém descrevendo os efeitos
fitoquimicos e farmacologicos da uva e de seus derivados devido aos
numerosos compostos bioativos, como fibras, antioxidantes e componentes
polifendlicos de sua composi¢do quimica (AVERILLA et al., 2019; GOMEZ-
BRANDON et al., 2019; ANTONIC et al., 2020). A uva (Vitis sp.) é cultivada em
todo o0 mundo e a maior parte de sua producéo é destinada a fabricacdo de
vinho. O vinho € uma importante fonte de compostos polifenolicos e
antioxidantes que apresenta protecdo cardiovascular quando consumido
moderadamente (MUNOZ-BERNAL et al., 2018).

A Organizacéo Internacional da Vinha e do Vinho estima que tenham sido
produzidos aproximadamente 26 bilhdes de litros ao redor do mundo entre 2021
e 2022. Portugal ocupa a quinta posi¢ao entre os maiores produtores de vinho

da Uniao Europeia (OIV, 2022), sendo que as variedades de uva ‘Touriga

16



Nacional’ e ‘Arinto’ estdo entre as mais cultivadas para a fabricagdo de vinhos
tinto e branco, respectivamente (CORREIA & JORDAOQ, 2015). Também no
Brasil, e especialmente no Rio Grande do Sul, a producéo compreende 90% do
total nacional de uvas que sao destinadas ao processamento (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2019). De acordo com dados da Secretaria
da Agricultura, Pecuaria e Producdo Sustentavel e Irrigacdo, no ano de 2022,
foram produzidos no estado aproximadamente 243 milhdes de litros de vinho e
cultivados mais de 683.000 toneladas de uva (SISDEVIN, 2022).

Tendo em vista a significativa producdo mundial de vinho, cabe ressaltar
gue a industria vinicola apresenta expressivas perdas como resultado do
processamento das uvas. Os principais subprodutos do processo de vinificacdo
sdo pouco valorizados ou aproveitados e, muitas vezes, sdo descartados de
maneira inadequada, constituindo assim uma questdo econémica e ecoldgica
(AVERILLA et al., 2019). O bagaco de uva (BU) pode ser obtido a partir de
residuos da industria vinicola — composto por casca, caules, sementes e outros
residuos solidos, ricos em compostos fendlicos e fibras alimentares — durante
0 processo de vinificacdo. Este subproduto quando seco e moido da origem a
um ingrediente funcional que pode ser utilizado na panificacdo e
suplementacao alimentar, a farinha do bagaco de uva (FBU). O consumo diario
de alimentos enriquecidos com FBU vem mostrando efeitos benéficos sobre
parametros antioxidantes e bioquimicos em modelos animais e em humanos
gue apresentam desordens metabdlicas (URQUIAGA et al., 2015; CHARRADI
et al., 2017; URQUIAGA et al., 2018; RIVERA et al., 2019).

Por se tratar de um produto natural, de aplicabilidade simples, com
elevada concentracdo de compostos bioativos e fibra dietética em sua
composicao, torna-se extremamente importante investigar a possivel acao dos
principios ativos presentes na FBU sobre parametros antropométricos,
bioquimicos, metabdlicos, histologicos, oxidativos e comportamentais
relacionados a DM2. Desta forma, contribuir para o desenvolvimento de

ferramentas preventivas ou terapéuticas auxiliares nesta desordem metabdlica.

17



2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do consumo de FBU de duas castas (‘Touriga Nacional’ e
‘Arinto’) em parametros antropomeétricos, bioquimicos, histolégicos, oxidativos

e comportamentais em modelo experimental de DM2.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar os efeitos do consumo de FBU de duas castas (‘Touriga
Nacional’ e ‘Arinto’) em modelo animal de DM2 induzida por DHL e STZ, em
relacdo aos seguintes parametros:

> Metabolicos:
e  Ganho de peso semanal e peso final;
e  Peso relativo do pancreas e do tecido adiposo visceral.

> Bioquimicos séricos:

e Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) apds sobrecarga
oral de glicose;

e Glicemia;

e Perfil lipidico através da mensuracédo dos niveis de CT, TG,
e HDL,;

e Determinacdo de ureia, acido Urico, creatinina, proteina e
atividade da alanina aminotransferase (ALT) e aspartato
alaninatransferase (AST).

> Estresse oxidativo em Sistema Nervoso Central (SNC) e periférico:
e Niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs), substancias
reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), nitrito e contetdo
tidlico total,
e Atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase
(SOD) e catalase (CAT).

» Comportamentais:

e Teste do campo aberto, para avaliar locomogédo e
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capacidade exploratéria;
e Teste do labirinto em cruz elevada, para avaliar
comportamento tipo-ansioso.

» Consumo alimentar e ingestao de agua.

> Andlise histologica de pancreas, para avaliar danos estruturais.

3. Reviséo Bibliografica
3.1 Diabetes Mellitus tipo 2

Diabetes Mellitus (DM) consiste em um disturbio metabdlico grave
caracterizado por hiperglicemia persistente, decorrente de auséncia ou
insuficiéncia na sintese do horménio insulina, ou ainda, inefetividade na
utilizacdo da insulina que é produzida (DSDB, 2020). O DM atinge, atualmente,
proporgdes epidémicas. Estima-se que aproximadamente 536.6 milhdes de
adultos, com idade entre 20 e 79 anos, sejam acometidos pelo DM, o que
representa 10,5% da populacdo mundial pertencente a essa faixa etaria. A
estimativa é de que a prevaléncia aumente para 783 milhdes em 2045 (IDF,
2021).

A classificacéo atual do DM baseia-se em sua etiopatogenia e permite o
tratamento adequado e a definicho de estratégias de rastreamento de
comorbidades e complicacdes cronicas direcionadas a cada variacdo da
doenca (DSBD, 2022). De acordo com o documento publicado em 2019, a
classificacdo proposta pela OMS inclui as seguintes classes clinicas: Diabetes
Mellitus tipo 1 (DM1), DM2, formas hibridas de diabetes, outros tipos
especificos de DM (diabetes monogénica, doengcas do péancreas exdcrino,
desordens enddcrinas, diabetes induzido por drogas ou produtos quimicos,
infecgdes, formas especificas incomuns de diabetes imunomediada, outras
sindromes genéticas as vezes associadas ao diabetes), diabetes nao
classificada e hiperglicemia detectada durante a gravidez. Dentre todos, o0s
mais prevalentes e conhecidos sdo o DM1 e DM2 (OMS, 2019).

O DM1 é uma doenca autoimune e poligénica, caracterizada pela

deficiéncia total na sintese de insulina decorrente da destruicdo das células -
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pancreaticas, responsaveis por esta producéo (DSBD, 2020). A condicéo pode
se desenvolver em qualquer idade, embora o DM1 ocorra com mais frequéncia
em criancas e adultos jovens, acometendo homens e mulheres igualmente
(IDF, 2021). Em contrapartida, o DM2 é caracterizado, principalmente, pela
resisténcia a ag¢do da insulina e deficiéncia parcial de sua secregdo pelas
células B-pancreéticas. Majoritariamente, o DM2 acomete adultos a partir da
guarta década de vida, embora a prevaléncia em criancas e adolescentes
venha aumentando nos ultimos anos (OMS, 2019).

No momento presente, o DM2 representa aproximadamente 90% de
todos os casos de DM ao redor do mundo, sendo que os fatores de risco para
seu desenvolvimento envolvem uma interacdo de condicbes genéticas e
metabdlicas, como sobrepeso e obesidade, etnia, tabagismo, inatividade fisica
e ma alimentacdo (AHMAD et al., 2022).

Quatro testes diagnésticos para DM2 sao atualmente recomendados
pela Federacao Internacional de Diabetes (IDF) e OMS, séo eles: a medicdo da
glicemia em jejum = 7,0 mmol/L (126 mg/dL), glicemia 2 horas apds o testeoral
de tolerancia a glicose (TOTG) com 75 g/kg de glicose = 11,1 mmol/L (200
mg/dL), hemoglobina glicada 248 mmol/mol (equivalente a 6,5%) ou uma
glicemia aleatéria 2 11,1 mmol/L (200 mg/dL) na presenca de sintomas de
hiperglicemia (OMS, 2019; IDF, 2021).

Embora a sintomatologia classica da hiperglicemia persistente inclua
polidria, polidipsia, polifagia e perda de peso inexplicada, estes ndo acometem
a maioria dos pacientes com DM2. Por via de regra, as alteracdes
fisiopatoldgicas precedem em muitos anos o diagnéstico do DM2, de forma que
0 momento exato do seu estabelecimento €, geralmente, improvavel de ser
determinado, podendo seu desenvolvimento ser assintomatico (DSBD, 2020).
Sendo assim, se o diagnéstico for adiado por um periodo prolongado, diversas
complicacbes decorrentes do DM2 podem conduzir o diagnéstico final (IDF,
2021).

E descrita ainda uma condicdo em que os valores glicémicos se
encontram acima dos valores de referéncia, porém ainda abaixo dos valores
considerados para diagnostico de DM. Este intersticio € denominado pré-
diabetes. Além de conferir risco aumentado para o desenvolvimento de DM,

também estd associado ao maior risco de doencas cardiovasculares (DCV) e
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complicacdes associadas, de forma que o diagndstico é realizado por dosagens
laboratoriais de rotina (DSBD, 2020).

As complicacdes decorrentes do DM2 sao tradicionalmente divididas em
distarbios microvasculares (complicacdes que afetam o figado e o sistema
nervoso, por exemplo) e macrovasculares (como DCV). As complicacdes
cardiovasculares sdo a principal causa de morbimortalidade entre pacientes
com DM2 e complicacdes renais sao altamente prevalentes (ZHENG, LEY &
BRU, 2018). Para além de alteracbes metabdlicas extremamente relevantes, o
DM tem sido considerado, ainda, fator de risco chave, direta ou indiretamente,
para o surgimento de alteracdes cognitivas e doencas neurodegenerativas,
além de ser associado a diversos tipos de cancer, mediados por hiperglicemia,
hiperinsulinemia, neuroinflamacao e estresse oxidativo (SHI et al., 2022).

Os efeitos a longo prazo do DM2 no cérebro podem se manifestar nos
niveis estruturais, neurofisiologicos e neuropsicolégicos (MURIACH et al.,
2019). O declinio cognitivo observado nestes pacientes pode se apresentar na
forma de comprometimento cognitivo leve (CCL), doenga de Alzheimer (DA),
deméncia vascular (DV) e outras formas de deméncia, de forma que o DM2
estd associado a um aumento de 50% no risco destas (DAMANIK & YUNIR,
2021). Embora a fisiopatologia do comprometimento cognitivo no DM2 ainda
nao seja completamente compreendida, a disfuncao na sinalizacao de insulina
gue leva a uma falha na absorcdo de glicose e, consequentemente,
comprometimento na sintese energética no tecido cerebral vem se mostrando
como um importante mecanismo subjacente (KANDIMALLA et al., 2017).

Dentro do contexto do DM, o hormdnio insulina constitui-se como um ator
central do processo. Este é secretado pelas células B das ilhotas pancreéticas
e apresenta acdo anabdlica essencial na manutencdo da homeostase de
glicose e do crescimento e diferenciagdo celular (ARNETH, ARNETH &
SHAMS, 2019). E secretado, em condicbes fisiolbgicas, em resposta pos
prandial a elevagdo da concentracdo dos niveis circulantes de glicose e
aminoacidos e atua favorecendo a captacéo de glicose pelos tecidosperiféricos
(destacam-se musculo e tecido adiposo (TA)) e reduzindo a sinteseenddgena
de glicose (RACHDAOUI, 2020). A glicose circulante é transportadapara as
células B-pancreaticas pelo transportador de glicose (GLUT2), o que estimulaa

secrecao de insulina. Em seguida, o hormonio se liga ao seu receptor
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especifico de superficie celular (receptor de insulina, IR) e a via de sinalizacao
da insulina é ativada (MARTIN & RAMOS, 2021) (Figura 1).

O IR é composto por duas subunidades a e duas subunidades 3, sendo
assim uma proteina heterotetramérica que atua como enzima alostérica. A
subunidade a inibe a atividade tirosina quinase da subunidade B, de forma quea
ligacdo da insulina a subunidade a (extracelular) permite que a subunidade B
(citosolica) adquira atividade quinase levando a alteracdo conformacional e
autofosforilagéo, que aumenta ainda mais a atividade quinase do IR, bem como,
a fosforilagcdo de substratos proteicos em residuos de tirosina (Tyr), como 0s
substratos dos receptores de insulina (IRS) (CARVALHEIRA, ZECCHIN &
SAAD, 2002; RACHDAOQUI, 2020). A fosforilacdo em Tyr das proteinas IRS
favorece os sitios de reconhecimento para moléculas contendo dominios com
homologia a Src 2 (SH2). Dentre essas moléculas, destaca-se afosfoinositideo-
3-cinase (PI3K), que participa da via PI3K/proteina cinase B (Akt), essencial
para a maioria das ac6es metabdlicas da insulina.

A ativacdo dessa via resulta na translocacdo dos GLUTS responsivos a
acdo da insulina para a membrana plasmatica e o consequente aumento da
captacdo de glicose no musculo esquelético e TA. Ja no tecido hepético, a
estimulacdo da via PISK/AKT leva a ativacdo da glicogénese e a supressao da
gliconeogénese. Além desta, a via da proteina de ativacdo mitogénica (MAPK)
tem origem na fosforilagdo dos IR e é essencial para os efeitos da insulina no
crescimento e diferenciacdo celular, assim como na sintese de proteinas,
embora ndo esteja envolvida na mediacdo das acdes metabdlicas deste
hormoénio. Sendo assim, fica claro que a regulacao rigorosa da sinalizacao da
insulina é crucial para a manutencdo da homeostase da glicose e da salde
(MARTIN & RAMOS, 2021).

Condi¢cbes como a resisténcia a insulina (RI), caracteristica do DM2,
estdo associadas com a modulac&o negativa da via de sinalizacao da insulina,
de forma que a autofosforilagdo do IR € menos responsiva a agao do hormonio.
Isso ocorre uma vez que esta favorecida a fosforilacdo da porcéo Serina (Ser)
do IRS ao invés da porcdo Tyr, 0 que resulta na menor interacdo com o IR.
Essa fosforilagao, principalmente no OHe dos residuos de Ser, leva a um
aumento em sua eletronegatividade e uma consequentemente alteracao radical

em sua conformacdo (SALLES et al., 2019). Além disso, no musculo
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esquelético e no TA, a captacao de glicose € prejudicada devido a diminuicao
da atividade de AKT, que leva a diminuicdo da expressao e translocacao de
GLUT-4 e, consequentemente, menor captacdo de glicose intracelular e
diminuicdo da sintese de glicogénio no musculo esquelético. Da mesma forma,
no tecido hepatico a diminuigédo da atividade de AKT leva a regulacdo positiva
da proteina forkhead box O1 (FOXO1) e a promocéao da gliconeogénese, bem

como a diminui¢éo da glicogénese (MARTIN & RAMOS, 2021).
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Figura 1: Via de sinalizagdo da insulina iniciada pela ligagdo da insulina no receptor até a
translocacéo do transportador de glicose (Fonte: Arneth et al., 2019).

Ademais, desordens no metabolismo da insulina também contribuem
para alteracdes no metabolismo lipidico, podendo acometer de 70 a 97% dos
individuos com DM2. Dentre elas, destaca-se a dislipidemia, estando também
associada com o desenvolvimento de DCV e com a reducdo na expectativa de
vida do paciente diabético (VALENCA et al., 2018; KHUTAMI et al., 2022).

De acordo com a literatura, pacientes com DM2 apresentam uma
diminuicdo na qualidade de vida quando comparados aos que ndo manifestam
a doenca. Por se tratar de uma condicao crénica e progressiva, 0 mau controle
glicémico pode acarretar na gradativa debilidade do estado fisico, prejuizo na
capacidade funcional, dores corporais, entre outras complicacdes (VALENCA
et al., 2018). Ao contrario do DM1, que ndo pode ser evitado, o DM2 pode ser
retardado ou evitado por meio de modificagdes do estilo de vida, que incluem
alimentacdo saudavel e atividade fisica (DSBD, 2019). Da mesma forma, 0s

pilares para o controle do DM2 envolvem a promocéao de alimentacéo saudavel,
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pratica de atividades fisicas em base regular, abandono do tabagismo e
manutencdo do peso corporal saudavel. Caso as tentativas de alteracdo no
estilo de vida sejam insuficientes no controle da glicemia, a terapia oral
medicamentosa € geralmente iniciada, sendo a Metformina (Met) o
medicamento de primeira linha, podendo ainda a insulina ser indicada em casos
onde medicamentos nado-insulinicos ndo sdo capazes de atingir o controle
glicémico (IDF, 2021).

3.2 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo é definido como uma condi¢éo de desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, que excede a capacidade
dos sistemas biologicos de eliminar esses produtos reativos (KHUTAMI et al.,
2022). Sob condicdes fisiologicas, o nivel de EROs celular é estavel em um
equilibrio dindmico que € modulado por processos celulares que as produzem
e eliminam (ZHANG et al., 2016). As EROs contribuem para Varios processos
fisiologicos, como sistemas de defesa, sinalizacdo celular e sintese de
substancias biolégicas. No entanto, as cascatas de producdo de EROs no
estresse oxidativo levam ao aumento da oxidacdo de moléculas biologicas, e
predispdem ao desenvolvimento de doencas como diabetes, dislipidemia,
hipertensdo, aterosclerose e insuficiéncia cardiaca (KHUTAMI et al., 2022),
além de inflamacéo e envelhecimento (SNEZHKINA et al., 2019). Dentre as
EROs mais conhecidas estéo os radicais livres como o anion superoxido (027),
radical hidroxila (OH¢) e oxigénio singleto, e as espécies classificadas como
nao radicais, como o peroxido de hidrogénio (H202) formado a partir da reducéo
parcial do hidrogénio (ZHANG et al., 2016).

As EROs séo produzidas fisiologicamente durante as atividades celulares
por diferentes estruturas, em especial na mitocondria pela cadeia
transportadora de elétrons, como subproduto ou produto residual do
metabolismo oxidativo mitocondrial. Além disso, a producé&o de EROs pode ser
estimulada em resposta celular a agentes estressores como xenobioticos,
citocinas e invasao bacteriana (ZHANG et al., 2016). A formagcdo de EROs
surge do transporte de elétrons e sua posterior doacéo para oxigénio molecular
(O2) que resulta na formagdo do Oz (REHMAN & AKASH, 2017). Nesse

sentido, as EROs se originam do Oz sintetizado em especial pelos complexos
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| e Ill da cadeia transportadora de elétrons e pela ativacdo das enzimas NADPH
oxidases, que sdo proteinas de membrana cuja funcdo é transferir elétrons
através das membranas celulares (KUTHAMI et al., 2022). Além da sintese
endogena de EROs, fatores ambientais como poluicdo do ar, tabagismo
(SINGH et al.,, 2020) e alimentacdo, representam fontes exdgenas que
contribuem para a instalacdo ou agravo do estresse oxidativo (LIGUORI et al.,
2018).

As EROs, estimuladas por fontes enddgenas ou exdgenas, resultam na
modificacdo oxidativa de cada uma das principais macromoléculas celulares,
gerando metabdlicos especificos que podem ser usados como marcadores de
estresse oxidativo (LIGUORI et al., 2018). Tais marcadores séao derivados, em
especial, da oxidacao de lipidios, proteinas e acido desoxirribonucleico (DNA).
Nesse sentido, a peroxidacao lipidica consiste em danos aos fosfolipidios de
membranas celulares e subcelulares que induz a alteracdes na permeabilidade
e fluxo ibnico das membranas, tendo por consequéncia alteracdo do balanco
hidrico da célula, quebra da homeostasia do célcio (Ca?*) e podendo levar a
apoptose celular (PETRY et al., 2010).

Dentre os produtos toxicos originados da oxidacdo lipidica esta o
malondialdeido (MDA). Este produto apresenta papel fundamental no processo
aterosclerotico, e pode ter sua quantificacdo através da medida da
concentracdo das TBARS, uma vez que participa da formacdo deste acido
(SINGH et al., 2022). Em relacdo a oxidagéo de proteinas, sdo utilizados como
marcadores de estresse oxidativo os grupamentos tiois (-SH), dentre eles a
glutationa (GSH) que atua através da erradicacdo dos radicais livres e provoca
reducdo nos niveis de H20: através da acédo das enzimas GPx e glutationa S-
transferase (GST) (HALIM & HALIM, 2019). Ja o dano oxidativo ao DNA resulta
em varias lesdes mutagénicas, que podem levar a paradas transcricionais ou
erros de inducdo/replicacdo ou instabilidade gendmica, todos fortemente
associados a carcinogénese (LIGUORI et al., 2018)

Com o intuito de estabilizar o excesso de EROs e proteger as células e
moléculas biologicas contra danos, 0 organismo possui sistemas de defesa
antioxidante, que podem atuar através da agéo enzimatica ou ndo enzimaticos,
mediados por micromoléculas, que podem ter origem enddgena ou serem

adquiridas através da dieta (LIGUORI et al., 2018). Dentro do sistema de defesa
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mediado por acfes enzimaticas, a enzima SOD catalisa a dismutacdo do Oz
em H202 e oxigénio. Sao conhecidas trés formas de SOD no organismo: a
primeira apresenta Cu?* e Zn?* como centros redox e esta presente no citosol
e sua atividade nédo é afetada pelo estresse oxidativo; a segunda contém Mn?2*
como centro redox, esta presente na mitocéndria e sua atividade aumenta em
resposta ao estresse oxidativo e a terceira € conhecida como SOD extracelular.
De forma complementar a acdo da enzima SOD, a enzima CAT catalisa a
deplecdo redutiva de H202 em oxigénio e dgua (PISOSCHI & POP, 2015).

Além disso, o sistema enzimatico da enzima GPx catalisa a quebra de
H202 em H20 e oxigénio pela oxidagdo da GSH reduzida em dissulfeto de
glutationa e reducdo a GSH pela glutationa redutase (GR) (LIGUORI et al.,
2018), de forma que a glutationa opera em ciclos entre sua forma oxidada e sua
forma reduzida (BARREIROS et al.,, 2006). Dentre os antioxidantes néo
enzimaticos estdo aqueles que podem ter origem enddgena, como a bilirrubina,
albumina e acido Urico que estao presentes no sangue, e 0s de origem exdégena
que incluem o acido ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E), B-
caroteno e os antioxidantes fendlicos, que incluem derivados do estilbeno
(resveratrol, &cidos fendlicos, e flavonoides), dentre outros (LIGUORI et al.,
2018).

De maneira geral, a contribuicdo do estresse oxidativo para a etiologia de
doencas pode ser classificada de duas maneiras: primeiramente, 0 estresse
oxidativo como causa primaria da doenca e, em segundo lugar, o estresse
oxidativo como contribuinte secundario para a progressdo da doenca
(FORMAN & ZHANG, 2021). Especialmente no DM, estudos relacionando o
estresse oxidativo com a origem e progressao desta doenca ja sdo descritos
desde a década de 80 (MATKOVICS et al., 1982). No entanto, 0s mecanismos
subjacentes precisos desta associagdo ainda n&o s&o totalmente
compreendidos. Uma das hipoteses relaciona o excesso de EROs no
organismo com a desregulacéo da funcéo biologica de varias proteinas, atraves
da interacdo como segundos mensageiros a residuos de cisteina dessas
proteinas, que s&o conhecidos como “sensores redox”. Tal alteragdo pode
ativar vias alternativas de sinalizacdo que desempenham papéis criticos no

comprometimento da secrecgédo e resisténcia a insulina, favorecendo assim o
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desenvolvimento de diabetes e complicacdes diabéticas (ZHANG et al., 2020;
HALIM & HALIM, 2019).

3.3 Compostos fendlicos

A investigacdo de compostos de origem vegetal com eminentes
propriedades terapéuticas e efeitos adversos minimos tém despertado
significativa atencao por parte de pesquisadores ao redor do mundo (CHEDEA
et al., 2022). Nesse sentido, a partir do final do século XX, com a divulgacéo de
um documento pela OMS estimulando o consumo de frutas e vegetais, esses
elementos naturais tém se tornado alvo de crescente interesse em razdo das
suas propriedades benéficas, tais como atividade antioxidante, anti-obesidade
anti-inflamatéria, anti-hipertensiva, anti-hiperlipidémica e capacidade de
modular o metabolismo (OMS, 2002; AMIOT, RIVA & VINET, 2016; CHEDEA
et al., 2022).

Um grupo relevante de compostos bioativos é representado pelos
polifenois, amplamente encontrados em frutas, vegetais, chas e gréos
(PANDEY & RIzVI, 2009) como resposta secundéria a agentes estressores
como vento e infec¢des (PEIXOTO et al., 2018). Os polifenois apresentam uma
ampla variedade de estruturas, as quais estao divididas em duas principais
classes: flavonoides e nao-flavonoides (KANG et al., 2020). Os flavonoides sao
compostos constituidos por dois anéis fendlicos ligados por um anel pirano e
sdo agrupados de acordo com o grau de oxidacgdo, incluindo as flavonas,
flavanonas, antocianinas e proantocianinas. JaA os nado flavonoides mais
documentados séo os acidos fendlicos, estilbenos e lignanos (AMIOT, RIVA &
VINET, 2016; KANG et al., 2020).

No presente momento, evidéncias literarias atribuem efeitos benéficos a
saude humana aos compostos fendlicos, que abrangem desde a prevengéao até
a desaceleracdo do desenvolvimento de condigbes patologicas (CHEDEA et
al., 2022). Diante disso, o consumo regular de alimentos ricos nesses
compostos vem sendo associado a redugéo do risco de DCV (AUBEVERAL et
al., 2017), cancer e desordens neurodegenerativas, como DA e Parkinson
(AMBRIZ-PEREZ et al., 2016), DM2 e SM (AMIOT, RIVA & VINET, 2016;
URQUIAGA et al 2015 e 2018). No que diz respeito ao efeito antioxidante, os

polifenois tém a capacidade de neutralizar e quelar as EROs e modular vias
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enddgenas de combate ao estresse oxidativo. Essa atividade ocorre por meio
da ativacao de reguladores importantes da atividade antioxidante e da atividade
de enzimas como SOD, CAT, GSH e GPx (DA COSTA et al., 2017; KANG et
al., 2020; DUAN et al., 2022).

Todavia, além desses efeitos, diversos outros mecanismos bioquimicos e
moleculares tém sido identificados, demonstrando uma ampla gama de acfes
abrangentes. Esses mecanismos atuam tanto nas vias de sinalizacdo
intracelular quanto nas intercelulares, influenciando a regulacao de fatores de
transcricdo nuclear, metabolismo de gorduras e a modulacdo da sintese de
mediadores inflamatorios (YONAMINE et al., 2017; KANG et al., 2020). Além
disso, estdo associados a regulacédo da glicose, influenciando a sinalizacéo e
secrec¢do de insulina, reducdo da apoptose, estimulo a proliferacéo de células
beta pancreaticas e atenuacao da Rl (YONAMINE et al., 2017; AVERILLA et
al., 2019; ESEBERI et al., 2022). Logo, os polifenois apresentam um potencial
terapéutico significativo na prevencao e tratamento de doencas associadas ao
estresse oxidativo, Rl e a inflamacao, contribuindo para a manutencdo da

homeostase celular e promovendo a saude em geral.
3.4 Farinha do bagaco de uvas

As uvas (género Vitis sp.) representam uma das culturas mais
extensivamente cultivadas ao redor do mundo. O consumo moderado de uvas
e vinho, em especial tintos, tem sido associado com a reducédo nas taxas de
mortalidade e incidéncia de DCV. O efeito cardioprotetor da uva e de e seus
subprodutos esta relacionado a sua capacidade de prevenir a agregacao
plaguetaria e modificar o perfil lipidico como resultado da acdo dos compostos
bioativos presentes em sua composicdo quimica. Esse fendbmeno, conhecido
como “Paradoxo Francés”, associa um alto consumo de vegetais, 6leos
vegetais, frutos do mar, laticinios e um consumo moderado de vinho tinto,
observados nas dietas da populacédo francesa e do mediterraneo, com as
reduzidas taxas de mortalidade por DCV nessas populacdes (MUNOZ-
BERNAL et al., 2021).

De acordo com a Organizacéo Internacional de Videiras e Vinho (OIV) a
producédo anual global de uvas frescas no ano de 2019 foi de aproximadamente
85 milhdes de toneladas (OIV, 2019). No entanto, mais de 50% do total da
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producédo é destinada para a producéo de vinho, cerca de 35% para a mesa
dos consumidores e a menor parcela destinada a secagem (MUNOZ-BERNAL
et al., 2018). InUmeras perdas ocorrem como resultado do processamento de
alimentos. Os principais subprodutos do processo de vinificacdo séo separados
durante as etapas de esmagamento e prensagem das uvas e apenas uma
pequena quantidade desses residuos sdo valorizados ou aproveitados
(JACQUES et al., 2014).

O bagaco de uva (BU) representa aproximadamente de 25 a 35% da
massa de uvas destinadas para a producéo de suco e vinho (AVERILLA et al.,
2019; FRUM et al., 2022). Consiste em cascas, caules, polpas, sementes e
outros fragmentos sdlidos, assim como leveduras resultantes do processo de
fermentacdo (FRUM et al., 2022). Este subproduto é caracterizado por uma
elevada concentracdo de compostos fendlicos, uma vez que estes ndo sao
totalmente extraidos durante o processo de vinificacdo e permanecem como
glicosideos incorporados na casca, polpa ou semente da uva
(HERNANDEZ-SALINAS et al., 2015; LINGUA et al., 2016; AVERILLA et al.,
2019).

De maneira geral, existem dois tipos de BU, tinto e branco, de acordo com
as uvas utilizadas no processo de vinificacao. A principal diferenca entre o vinho
tinto e o branco é que o mosto branco é separado do bagaco antes da
fermentacdo. Em contraste, no caso do vinho tinto, a prensagem ocorre apenas
apo6s a fermentacdo. Sendo assim, o BU branco costuma apresentar paladar
mais doce, uma vez que seu teor de aclUcar é maior, pois ndo passou pelo
processo de fermentacdo. Ao mesmo tempo, o BU tinto consiste em uma matriz
fermentada contendo diferentes concentracdes de alcool (CHEDEA et al.,
2022). Além destas, variaveis como a variedade, ambiente de plantio e método
de processamento podem influenciar a composicdo do BU (ANTONIC et al.,
2020).

De acordo com Goméz-Brandon et al. (2019), a produgéo mundial de BU
varia de 10,5 a 13,1 milhdes de toneladas anualmente. Embora parte do BU
seja utilizado como matéria prima para a produgdo de destilado viavel de uva
(conhecida como “grappa”) (OLIVEIRA et al., 2016), como suplemento para a
alimentacdo animal ou como fertilizante para o solo, grande parte deste

subproduto é descartada anualmente e sua eliminacdo provoca preocupacoes

29



ambientais, ao mesmo tempo que representa um elevado custo para a industria
(AVERILLA et al., 2019).

No contexto das preocupacOes ambientais atuais e com a crescente
demanda por compostos naturais com potenciais efeitos benéficos a saude
humana, a conversédo do BU para uma forma segura e utilizavel, visando um
aproveitamento integral e gestao sustentavel de residuos ambientais instiga o
desenvolvimento de alternativas praticas (AVERILLA et al., 2019). Nesse
sentido, a produgédo de uma farinha do bagago de uva (FBU) torna-se uma
opcéo viavel, uma vez que consiste apenas na secagem e moagem do bagaco
e pode ser utilizada para a fabricacéo de panificados, barras de cereais, massas
caseiras, sucos, e incorporada em muitos alimentos (OLIVEIRA et al., 2016;
PALMA et al. 2020; PALMA et al., 2021)

De maneira geral, as FBU apresentam alto valor nutricional, compostas
por abundante concentracdo de fibras sollveis e insollveis e compostos
bioativos com potencial antioxidante, como compostos fendlicos, antocianinas,
flavonoides e resveratrol (AVERILLA et al., 2019; PALMA et al., 2020). Devido
a sua composicdo quimica e forte potencial biotecnoldgico, recentemente, a
FBU foi utilizada em estudos que demonstraram suas atividades anti-
hiperglicémica, antioxidante, anti-inflamatéria e anti-ateroesclerostica em
modelos animais de SM (HERNANDEZ-SALINAS et al., 2015), obesidade
(CHARRADI et al., 2017) e aterosclerose (RIVERA et al., 2019).

As espécies de Vitis vinifera incluem uvas viniferas, das quais a Vitis
vinifera ‘Touriga Nacional e a Vitis vinifera ‘Arinto’ sdo exemplos de
cultivares/variedades tintas e brancas, respectivamente (Figura 2) (CABRITA et
al., 2006). A Touriga Nacional € considerada uma das melhores castas
portuguesas de vinho tinto devido, sobretudo, ao seu aroma particular
(TEIXEIRA et al., 2015). Esta variedade € caracterizada por aromas frutados e
doces com notas citricas, evocando bergamota (Citrus bergamia) e aromas
florais, como esteva e violeta (PINHO et al. 2007; TEIXEIRA et al., 2015). De
acordo com a literatura, o aroma dos vinhos da casta Touriga Nacional se deve,
principalmente, a composi¢ao de seus terpendides (PINHO et al., 2007).

Ja o perfil classico das uvas da casta Arinto tende a originar vinhos
palidos, arométicos, com tonalidade verde e excelente acidez (TRALHAO,

2015). Dados da literatura revelam que as FBU provenientes destas duas
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castas apresentaram boa aceitacdo entre participantes de estudos sensoriais
gue as utilizaram como ingredientes para a confeccdo de produtos de
panificacdo (PALMA et al. 2020; PALMA et al., 2021). Em relacdo a composicéo
quimica destas variedades, estudos apontam uma elevada atividade
antioxidante geral ligada a concentragdo de compostos bioativos das mesmas.
Dentre estes compostos destacam-se o conteudo fendlico total, antocianinas,
acido galico, acidos hidroxicinamicos, procianidina Bl e acidos
hidroxibenzoicos (CORREIA & JORDAO, 2015; TRALHAO, 2015; MOREIRA et
al., 2018).

A

Figura 2: Vitis vinifera ‘“Touriga Nacional’ (A) e Vitis vinifera ‘Arinto’ (B)
Fonte: Wikipédia

4. Materiais e Métodos

4.1 Obtencéo das farinhas do bagaco de uvas

As amostras de BU das variedades ‘Arinto’ e ‘Touriga Nacional’ foram
fornecidas pela Adega Cooperativa Carmim, do municipio de Reguengos de
Monsaraz, regido do Alentejo, Portugal. Apdos o recebimento, as amostras foram
secas em estufa (J.P. Selecta, Barcelona, Espanha), durante 24h a 60°C,moidas
em um triturador de laminas domeéstico (Moulinex, Alencon, Francga) para
obtencdo das farinhas e, por fim, armazenadas em sacos de propileno
devidamente selados até o momento de utilizacdo. Os sacos contendo as FBU

foram transportados para o Brasil em condicbes adequadas e conservados ao
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abrigo de luz, calor e umidade até o momento da confeccéo das dietas

experimentais.

4.2 Dieta experimental para inducédo de DM2

A dieta hiperlipidica (DHL) foi confeccionada artesanalmente de acordo
com Oliveira et al. (2022) (Tabela 1). Todos os ingredientes em p6 foram
misturados em um Multiprocessador de alimentos (Mondial, Conceicdo do
Jacuipe, Bahia). Na sequéncia, o 6leo, a banha e a 4gua foram adicionados e
processados até a obtencao de uma mistura homogénea. Por fim, a massa foi
moldada no formato de pellets (aproximadamente 18 - 20mm) e levados a
estufa (Solab, Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brasil) a 60°C por 24h. As
dietas com acréscimo de FBUT e FBUB receberam um acréscimo de 10%
destas farinhas (KIM et al.,, 2014), que foram adicionadas na mistura e
homogeneizadas no processador até obtencdo de uma mistura homogénea
gue, posteriormente foi moldada em forma de pellets e levada a estufa a 60°C
por 24h. A dieta controle normolipidica oferecida foi a Racdo Para Ratos E
Camundongos Autoclavavel da marca Socil®, disponivel no Biotério Central da
Universidade Federal de Pelotas. De acordo com o fabricante a mesma
apresenta os seguintes percentuais: umidade: 12,5, proteina bruta: 23, extrato
etéreo: 4, matéria mineral: 9, fibra bruta: 5, célcio — min (g/kg): 12, calcio — max
(9/kg): 13 e fosforo - min (g/kg): 8,5.

Tabela 1. Composicédo da dieta hiperlipidica utilizada no protocolo experimental
para inducdo de DM2. Fonte: adaptada de Oliveira e colaboradores (2022).
Ingredientes (g ou ml/kg)

Albumina — naturovos® 200

Amido soluvel P.A. — ACS — Dinamica Quimica Contemporénea LTDA® 130

Celulose microcristalina P.A. - Synth® 50
Amido de milho — Bom gosto® 210
Frutose (LEVULOSE) P.A. — éxodo cientifica® 63
Oleo de soja - vitaliv® 50
Banha de porco - Excelsior® 100
TBHQ - QUALIPRO® 0,0014
Bitartarato de colina — vida nova® 2,50
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L-Cistina P.A. — Dindmica Quimica Contemporanea LTDA® 3,0

Mix vitaminico AIN-93 - RHOSTER® 10
Mix Mineral AIN-93G - RHOSTER® 40
Sacarose - docesucar® 147
Agua 200

4.3 Composicéao centesimal das dietas experimentais

Para a composicao centesimal das dietas experimentais foi determinado
o teor de umidade, cinzas, proteina bruta, lipidios e fibra bruta, conforme a
metodologia descrita pela AOAC International (2006). O teor de carboidratos foi
determinado pela diferenca entre a soma dos conteddos de umidade, cinzas,
proteina, lipidios e fibra de 100% (ZAMBIAZI, 2010).

4.4 Animais e aspectos éticos

Para o protocolo experimental foram utilizados ratos Wistar machos
adultos, pesando entre 403,3 + 34 g, fornecidos pelo Biotério Central da
Universidade Federal de Pelotas. Os animais foram alojados em gaiolas com
as seguintes caracteristicas: medidas P65cmxL25cmxAl5cm, feitas de
polipropileno com tampa em arame galvanizado, com bebedouro em
polipropileno com capacidade de 700 mL, rolha conica de borracha e bico de
aco inoxidavel reto. O assoalho foi coberto por maravalha. As gaiolas
continham no méaximo 3 animais, sob condicdes apropriadas, como
temperatura controlada de 22 + 1°C, ciclo de 12h claro/escuro, livre acesso a
racao e agua.

Os cuidados com os animais seguiram a Diretriz Brasileira para o Cuidado
e a Utilizacdo de Animais em Atividades de Ensino ou de Pesquisa Cientifica —
CONCEA e foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais da
Instituicdo (CEUA 033578/2022-14).

4.5 Protocolo experimental de DM2

Os animais foram divididos aleatoriamente nos seguintes grupos:
Grupo Controle (CT): Dieta controle (Dieta comercial padrao, normolipidica)
Grupo DM2 (DM2): DHL por 21 dias + dose Unica via intraperitoneal (i.p.) de
STZ (35 mg/kg) no 21° dia
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Grupo DM2 + Metformina 250 mg/kg (DM2+Met): DHL (21 dias) + dose Unica
via intraperitoneal (i.p.) de STZ (35 mg/kg) no 21° dia + Met (250 mg/kg) via
intragastrica (i.g.) uma vez ao dia
Grupo DM2 + Farinha de uva branca 10% (FBUB): DHL+ FBUB 10% (21
dias) + dose Unica via intraperitoneal (i.p.) de STZ (35 mg/kg) no 21° dia
Grupo DM2 + Farinha de uva tinta 10% (FBUT): DHL+ FBUT 10% (21 dias)
+ dose Unica via intraperitoneal (i.p.) de STZ (35 mg/kg) no 21° dia

A STZ (35 mg/kg) foi dissolvida em solucédo de citrato de sodio 0,01M
(SRINIVASAN et al., 2005). Durante todo o periodo experimental os animais
receberam veiculo (dgua destilada) ou Met (250 mg/kg) por via intragastrica,
nao excedendo 0,1 mL/100g de peso corporal (JIAO et al., 2017). A pesagem
dos animais foi realizada semanalmente para acompanhamento do ganho de
peso, e a ingestdo alimentar e hidrica foi avaliada diariamente a partir da

pesagem de racdo e medida da agua, respectivamente.

TCA TLCE

A )

Testes comportamentais

STZ (35mg/kg) TOTG Eutanasia e coleta de

via intraperitoneal amostras bioldgicas

_ Dial Dia 21 Dia 24 Dia 28
i )
A « s I I I I e e
‘w’/ a ! , > -
Ratos Wistar adultos DHL + ‘e

LS ¢

Salina ou Met (250mg/kg) ou 10% de FBUB ou 10% de FBUT

Tratamentos

Figura 3: Representacéo do protocolo experimental de DM2. DHL.: dieta hiperlipidica, FBUB:
farinha do bagaco de uva branca, FBUT: farinha do bagaco de uva tinta, Met: metformina, STZ:
estreptozotocina, TCA: teste do campo aberto. TLCE: teste do labirinto em cruz elevado, TOTG:
teste de tolerancia oral a glicose.
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4.6 Teste oral de toleréancia a glicose (TOTG)

Apo6s 72h da administracao de STZ e 6h de jejum, foi realizado o teste oral
de tolerancia a glicose (TOTG) nos animais submetidos ao modeloexperimental
de DM2. Esse teste consiste na monitoracdo da glicemia, utilizando
glicosimetro (AccuChek Guide, Roche Diagnostics®, USA) nos tempos 0, 30,
60 e 120 min apds administracao por via intragastrica de solucdode D-glicose a
50% (2 g/kg). As amostras de sangue venoso foram obtidas através de uma
pequena puncao na cauda dos animais (JIAO et al., 2017; CARDOSO et al.,
2023).

4.7 Parametros comportamentais

Teste do campo aberto (TCA): Foi realizado para a avaliacdo da atividade
exploratéria e locomotora dos animais seguindo o modelo de GAZAL e
colaboradores (2015). Em resumo, 0 aparato consiste em uma caixa com 0
chéo da arena dividida em 16 quadrados iguais. Os animais foram colocados
no quadrado traseiro esquerdo e puderam explorar livremente a caixa durante
5 minutos, periodo durante o qual o nUmero de quadrados cruzados com todas
as patas (cruzamento) e de levantamentos foi contado.

Teste do labirinto em cruz elevado (TLCE): Tem como objetivo avaliar a
ansiedade em roedores e foi realizado conforme descrito por PELLOW e
colaboradores (1985). O aparato consiste em dois bracos abertos opostos (50
x 10 cm) e dois bracos fechados opostos (50 x 10 x 40 cm) voltados para uma
plataforma central (10 x 10 cm) elevado a 50 cm do chdo. Os animais foram
colocados individualmente no centro do aparato, voltado para um dos bragos
abertos. A frequéncia de entradas nos bracos abertos ou fechados, o tempo
gasto em cada tipo de braco e o numero de entradas foram medidos por 5
minutos.

Os testes comportamentais foram realizados nas dependéncias do
Biotério Central da Universidade Federal de Pelotas, sob condigbes ambientais
controladas, como temperatura, umidade e intensidade de luz. A fim de eliminar
pistas olfativas, tanto o aparato do campo aberto quanto o labirinto foram

sistematicamente limpos durante a realizacéo dos testes.
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4.8 Eutanéasia e obtencdo de amostras bioldgicas

Apés a realizacdo dos testes comportamentais, os animais foram
eutanasiados por aprofundamento anestésico com lIsoflurano, seguido por
exsanguinacdo por puncédo cardiaca e guilhotinamento, conforme Resolugéo
Normativa N° 12, de 20 de setembro de 2013 do Conselho Nacional de Controle
de Experimentacdo Animal. A eutanasia ocorreu no Laboratério Neurocan -
Prédio 29 (CCQFA), e o procedimento foi realizado em sala separada dos
demais animais, minimizando o estresse.

No momento da eutanasia o sangue foi coletado e centrifugado para
separacao do soro, que foi utilizado para posteriores analises bioguimicas. O
cortex cerebral e hipocampo, bem como o figado foram separados e
armazenados a -80°C para utilizacdo em posteriores analises bioquimicas.

Os pancreas foram coletados, pesados, fixados em formalina tamponada
10 % (pH 7,4) e incluidos em parafina. Apos, foram realizados cortes
histolégicos de 5 ym, para a preparacao das laminas que foram coradas com
hematoxilina/eosina para a analise histopatologica. As amostras para a analise
da adiposidade corporal também foram realizadas ao final do experimento pés

eutanasia dos animais, através de dissecacgéo e pesagem do TA visceral.

4.9 Dosagens bioquimicas

Foram realizadas dosagens séricas de glicose, CT, TG, HDL, acido urico,
ureia, creatinina, proteina e as transaminases ALT e AST através de método
enziméatico colorimétrico, utilizando kits comerciais fornecidos pela Labtest®
(Labtest, MG, Brasil) e BioClin® (BioCLin, MG, Brasil). O indice de
triacilglicerol-glicose em jejum (indice TyG) foi calculado pela formula
[Triacilglicerol (mg/dL) x Glicose (mg/dL)/2] (ZHAO et al., 2022).

4.10 Avaliacéo de marcadores de estresse oxidativo

Para realizacdo destes testes foram utilizadas amostras de figado,
hipocampo e cortex cerebral. Os tecidos foram homogeneizados em tampao
fosfato de sodio 20 mM, contendo 140 mM de KCI (pH 7,4), centrifugados a
3500 rpm por 5 min, e o sobrenadante coletado para a realizacdo das analises
abaixo mencionadas. A concentracdo de proteina foi determinada pelos
métodos de LOWRY e colaboradores (1951) ou BRADFORD (1976), quando
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pertinente.

Espécies reativas de oxigénio: A mensuracdo dos niveis de EROs foi
realizada pelo método de ALI e colaboradores (1992), onde a emissdo de
intensidade de fluorescéncia da 2',7'-diclorofluoresceina (DCF) é registrada a
525 e 488 nm de excitacdo 30 min apos a adicdo de 2,7-dicloro-
dihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) ao meio. Os resultados foram
expressos como umol DCF/mg de proteina.

Substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS): A mensuracao dos
niveis de TBARS foi realizada pelo método de OHKAWA e colaboradores
(1979). Brevemente, foram adicionados aos homogeneizados o &cido
tricloroacético 10% e TBA 0,67%, e, em seguida, estes foram colocados em
banho-maria a 100°C por 30 min. Apés 10 min em refrigerador (4°C) as
absorbancias foram analisadas em espectrofotdmetro a 535 nm e os resultados
expressos como nmol TBARS/mg de proteina.

Conteudo tiodlico total: A medida dos niveis de tidis totais foi realizada pelo
método de AKSENOV e MARKESBERY (2001). De modo geral, tampéo PBS
contendo 1mM de EDTA, pH 7,4, foi adicionado aos homogeneizados e a
reacdo iniciou pela adicao da solugcdo de DTNB 10 mM. Apdés 60 min de
incubacdo a temperatura ambiente e no escuro, as absorbancias foram
medidas a 412 nm e os resultados expressos como nmol TNB/mg de proteina.
Nitritos: A medida foi realizada usando a reacédo Griess conforme descrito por
STHUER e NATHAN (1989). Os homogeneizados (50 uL) reagiram com 50 pL de
Griess (1% de sulfanilamida, 1% de cloreto de natftiletilenodiamina e 25% de
HsPOa4) durante 10 min a temperatura ambiente. A absorbancia foi medida a
540 nm. A quantidade de nitrito foi comparada com uma curva padrdo de
concentragdes conhecidas de nitrato de sédio.

Atividade das enzimas antioxidantes: A atividade da enzima SOD foi
avaliada conforme método descrito por MISRA e FRIDOVICH (1972), baseada
na autoxidacdo da adrenalina que é altamente dependente de oxigénio. Uma
unidade de SOD é definida como a quantidade de SOD necesséaria para inibir
50% da autoxidacéo de adrenalina e a atividade especifica foi expressa como
unidades (U)/mg de proteina. A atividade da enzima CAT foi determinada de
acordo com o método de AEBI (1984), onde o desaparecimento de H20:2 foi

monitorado continuamente em espectrofotometro a 240 nm por 90 segundos.
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Uma unidade da enzima € definida como 1 mmol de H202 consumido por minuto

e a atividade especifica foi relatada como U/mg de proteina.
4.11 Analise estatistica

A andlise estatistica do TOTG e da curva de ganho de peso foi realizada
por Analise de variancia (ANOVA) para medidas repetidas, seguida pelo teste
post hoc de Bonferroni. A analise dos outros parametros foi realizada por
ANOVA de uma via, seguida pelo teste post hoc de Tukey, utilizando o software
estatistico GraphPad PRISM 8.0.2. Os dados experimentais foram
demonstrados como média £ erro padrdo e com nivel minimo de significancia
aceito de P<0,05.

5. Resultados
5.1. Composicao centesimal das ragdes experimentais

A Tabela 2 demonstra os resultados referentes a andlise da composicao
centesimal das dietas experimentais administradas aos animais durante o
protocolo de inducao experimental de DM2. Nesse sentido, é possivel observar
gue as dietas suplementadas com FBUB e FBUT apresentaram maior teor de
umidade quando comparadas a DHL padrdo (P<0,01 e P<0,001,
respectivamente). Ademais, o acréscimo de FBUT resultou em um menor teor
de cinzas quando comparados a formulacdo ndo enriqguecida com FBU
(P<0,05). Em relacdo a composicao centesimal de lipidios das dietas
experimentais, ndo foram observadas diferencas significativas entre as
amostras (P>0,05). Além disso, a partir da adicdo de FBUB observou-se um
menor percentual de proteinas na composicao total da racdo (P<0,05). Em
relacdo a composicao de fibra bruta, ndo foi possivel detecta-la na amostra de
racado da DHL, sugerindo que a mesma ndo a apresenta em sua composicao,
enquanto que nas formulacdes suplementadas com FBUB e FBUT foram
detectados teores de fibra bruta (0,44 e 0,66%, respectivamente). Em relagéo
ao percentual de carboidratos calculado a partir da diferenca dos outros
constituintes do total de 100%, foi possivel observar que a FBUB apresentou o0
maior teor deste macronutriente, seguida pela DHL e FBUT. Por fim, a respeito
do valor caldrico das ragdes em 20g foi possivel observar maior densidade

calorica na racao DHL, seguida por FBUB e FBUT.
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Tabela 2: Composicao centesimal e valor calérico das dietas experimentais

DHL + 10% DHL + 10% de

Determinacdes DHL de FBUB FBUT
Umidade (%) 13,04+0,19 12,09+0,16** 14,83+0,21***
Cinzas (%) 3,83+0,21 3,53+0,01 3,07+0,45*
Lipidios (%) 15,95+0,07  14,91+0,52 14,79+2,83
Proteinas (%) 10,93+0,25  10,04+0,04* 10,87+0,01
Fibra bruta (%) ND 0,44+0,01 0,66+0,01
Carboidratos totais (%) # 56,25 58,99 55,78
Valor calérico (Kcal) ## 82,5 82,1 79,9

Médias de trés repeticdes + estimativa de desvio padrdo. *** representa P < 0,001, ** representa
P < 0,01 e * representa P < 0,05 quando comparado a formulacdo DHL. # Calculado por
diferenca entre a soma de umidade, cinzas, lipideos e proteinas, subtraindo-se de 100. ## Valor
energético correspondente a uma por¢édo de 20g. DHL, dieta hiperlipidica, FBUB, farinha do
bagaco de uva branca, FBUT, farinha do bagaco de uva tinta, ND, n&o detectado.

5.2. Teste oral de toleréancia a glicose (TOTG)

O TOTG foi realizado para avaliar a tolerancia a glicose. A Figura 4A
mostra que a administragdo de DHL em conjunto com a inje¢ao intraperitoneal
de STZ foi capaz de aumentar significativamente a glicemia basal de todos os
grupos diabéticos (P<0,001) quando comparados ao grupo CT. Por outro lado,
o tratamento com Metformina demonstrou efeito protetor frente ao aumento da
concentracdo sérica de glicose no grupo DM2+Met quando comparado ao
grupo DM2 (P<0,01). Em relacdo aos tempos 30, 60 e 120 minutos apés a
sobrecarga oral de glicose (2g/kg), foi possivel observar um aumento
significativo da glicemia nos grupos DM2, DM2+Met, FBUB e FBUT quando
comparados ao grupo CT (P<0,001), de forma que os tratamentos ndo foram
capazes de mitigar este efeito. Além disso, foi possivel observar que o grupo
tratado com Met apresentou diminuicdo dos valores de glicose comparado ao
grupo DM2 nos tempos 30, 60 e 120 minutos (P<0,001, P<0,001 e P<0,01,
respectivamente). De maneira complementar, a partir da analise da area sob a
curva (A.U.C), demonstrada na Figura 4B, foi possivel observar a intolerancia

a glicose apresentada pelo grupo DM2 em comparacdo com o grupo CT
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(P<0,001) e a protecao frente a esta a partir da administracéo de Met (P<0,01).
Ainda assim, o grupo DM2+Met apresentou valores de A.U.C significativamente
superiores aos encontrados no grupo CT (P<0,001). De maneira semelhante
ao observado na Figura 4A, foi possivel observar ainda que os tratamentos com
FBUB e FBUT néo foram capazes de proteger frente a intolerancia a glicose
desafiada pelo TOTG, demonstrando valores significativamente superiores
guando comparados ao CT (P<0,001). Entretanto, foi possivel observar uma

diminuicdo significativa nos valores de A.U.C. no grupo FBUB quando

comparado ao grupo DM2 (P<0,05).
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Figura 4: Teste oral de tolerancia a glicose demonstrando a variagdo da glicemia em jejum e
ap6s 30, 60 e 120 minutos de sobrecarga oral de glicose (A) e area sob a curva (B). Os
resultados estdo expressos como média + E.P. (n =6-10). *** representa P < 0,001, **
representa P < 0,01 e * representa P < 0,05 quando comparado ao grupo CT. ### representa
P < 0,001, ## representa P < 0,01 e # representa P < 0,05 quando comparado ao grupo DM2.
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ANOVA para medidas repetidas seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. A.U.C., area sob a
curva, CT, controle; DM2, Diabetes Mellitus tipo 2; FBUB, farinha do bagac¢o de uva branca,
FBUT, farinha do bagaco de uva tinta, Met, metformina.

5.3. Pardmetros metabolicos

A Tabela 3 mostra dados referentes ao consumo de racdo e agua,
estimativa de ganho de peso total (absoluto e relativo) de pancreas e tecido
adiposo visceral dos animais durante as quatro semanas de experimento.
Nesse sentido, € possivel observar que o consumo médio de ragdo em gramas
foi significativamente inferior nos grupos DM2+Met e FBUT quando
comparados com o grupo CT (P<0,001 e P<0,01, respectivamente) e superior
no FBUB quando comparado ao grupo DM2 (P<0,05) no periodo pré STZ ou
salina. Ademais, a respeito da ingestdo hidrica, foi possivel observar uma
reducdo significativa de consumo nos grupos DM2+Met e FBUT, quando
comparados ao grupo CT (P<0,001 e P<0,05, respectivamente). Em relagéo ao
ganho de peso total no periodo pré STZ ou salina, foi possivel observar um
aumento significativo apenas nos grupos DM2 e FBUB quando comparados ao
grupo CT (P<0,05).

Apdés a administracdo intraperitoneal de STZ ou salina foi possivel
observar uma reducgdo significativa no consumo de ragdo em gramas nos
grupos DM2+Met, FBUB e FBUT, quando comparados ao grupo CT (P<0,01).
Além disso, a respeito da ingestao hidrica, foi possivel observar um aumento
significativo nos grupos DM2, FBUB e FBUT quando comparados ao grupo
controle (P<0,001, P<0,05 e P<0,05, respectivamente) e uma reducao
significativa do consumo de agua no grupo DM2+Met quando comparado ao
grupo DM2 (P<0,05). Quanto ao ganho de peso total em gramas e peso relativo
do péancreas, ao final do experimento, ndo foi possivel observar diferencas
significativas entre nenhum dos grupos experimentais avaliados (P>0,05). Ja
os resultados referentes ao ganho de peso relativo de TA Vvisceral
demonstraram aumento significativo deste parametro no grupo FBUB quando

comparado ao grupo CT (P<0,05).
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Tabela 3: Efeito da administracdo de dieta hiperlipidica e STZ e tratamento com Met e FBUB ou FBUT no consumo alimentar,

ingestéo hidrica, ganho de peso total, peso relativo do pancreas e tecido adiposo.

CT DM2 DM2+Met FBUB FBUT

Pré STZ ou salina

Consumo alimentar (g/dia) 25,76+0,67 21,35+1,46 18,48+0,92*** 23,93+1,12# 20,36%1,09**
Ingestao hidrica (ml/dia) 46,53+2,14 41,33+2,87 32,25+1,43** 39,90+2,29 35,97+2,51*
Ganho de peso total (g) 31,44+3,07 50,67+6,06* 34,80+6,78 48,50+4,95* 44,44+2 87
P6s STZ ou salina

Consumo alimentar (g/dia) 25,06+0,46 20,46+2,72 15,67+1,63** 16,69+1,23** 17,58+1,20**
Ingestao hidrica (ml/dia) 48,80+1,45 107,83+15,38*** 67,3+9,51# 80,66+7,04* 83,67+5,96*
Ganho de peso total () 28,56+4,38 16,25+3,46 19,33+2,59 19,75+4,19 13,95+4,99
Peso relativo do pancreas 0,41+0,03 0,37+0,02 0,31+0,02 0,37+0,04 0,33+0,03
Peso relativo do tecido adiposo 11,05+0,80 15,05+1,17 15,20+1,99 16,97+1,91* 13,43+1,17

Os dados estao representados como média + E.P. (n =6-10). *** representa P < 0,001, ** representa P < 0,01 e * representa P < 0,05 quando comparado ao
grupo CT. # representa P < 0,05 quando comparado ao grupo DM2. ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey. CT, controle; DM2, Diabetes
Mellitus tipo 2; FBUB, farinha do bagaco de uva branca; FBUT, farinha do bagaco de uva tinta; Met, metformina.
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A Figura 5 apresenta os dados referentes a curva de variacdo de peso
semanal dos animais. Nesse sentido, é possivel observar que o peso inicial dos
animais do grupo DM2+Met foi significativamente superior aos do grupo CT
(P<0,01). Além disso, destaca-se um crescente e significativo maior peso
corporal dos grupos DM2, DM2+Met e FBUB quando comparados ao CT na
primeira (P<0,05, P<0,05 e P<0,01, respectivamente), segunda (P<0,05,
P<0,01 e P<0,001, respectivamente) e terceira (P<0,05, P<0,05 e P<0,001,
respectivamente) semanas do periodo experimental. Por fim, é possivel
observar uma expressiva diminuigcdo no peso corporal absoluto de todos os
grupos diabéticos apds a administracdo da injecéo intraperitoneal de STZ no
21° dia de protocolo experimental, de modo que ao final das 4 semanas de
experimento ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s pesos

corporais de nenhum dos grupos experimentais (P>0,05).
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Figura 5: Ganho de peso absoluto semanal ao longo de trés semanas de consumo de dieta
normolipidica, DHL, DHL suplementada com FBUB ou DHL suplementada com FBUT e perda
de peso ap6s administracdo de STZ. Os resultados estao expressos como média + E.P. (n =6-
10). *** representa P < 0,001 ** representa P < 0,01 e * representa P < 0,05 quando comparado
ao grupo CT. # representa P < 0,05 quando comparado ao grupo DM2. ANOVA para medidas
repetidas seguida pelo teste post hoc de Bonferroni. CT, controle; DM2, Diabetes Mellitus tipo
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2; FBUB, farinha do bagaco de uva branca, FBUT, farinha do bagaco de uva tinta, Met,
metformina.

5.4. Parametros bioquimicos séricos

Quanto aos parametros bioquimicos seéricos foi possivel observar que o
protocolo experimental de DM2 induzido pela DHL + STZ aumentou
significativamente a glicemia dos todos os grupos avaliados (DM2, DM2+Met,
FBUB e FBUT) quando comparados ao grupo CT (P<0,001). Por outro lado, o
tratamento com Met, FBUB ou FBUT foram capazes de atenuar a alteracao
glicémica induzida pela DHL + STZ (P<0,05, P<0,01 e P<0,05,
respectivamente) (Figura 6A). Em relacdo aos niveis séricos de TG, pode-se
observar que o grupo DM2 apresentou resultados significativamente superiores
aos encontrados no grupo CT (P<0,001). Por outro lado, o tratamento com Met,
FBUB ou FBUT foram capazes de prevenir o aumento dos TG induzido pela
DHL + STZ, ou seja, preveniram a hipertrigliceridemia (P<0,001), embora os
niveis de TG nos grupos FBUB e FBUT foram significativamente superiores aos
do grupo CT (P<0,05) (Figura 6B). Ademais, foi observado significativo
aumento nos niveis de colesterol total sérico no grupo DM2 quando comparado
ao grupo CT (P<0,01) (Figura 6C), que nao foi observado nos demais grupos.
Em relacdo aos valores séricos de HDL, foi possivel observar que a
administracdo de DHL suplementada em 10% com FBUT foi capaz de
aumentar significativamente a concentracdo desta lipoproteina quando

comparado ao grupo CT (P<0,05).
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Figura 6: Efeitos do tratamento com Metformina e farinha do bagaco de uva branca ou tinta
nos niveis séricos de glicose (A), triglicerideos (B), colesterol total (C) e colesterol HDL (D) em
ratos Wistar submetidos a um protocolo de inducéo experimental de Diabetes Mellitus tipo 2.
Os dados estdo representados como média + E.P. (n =4-7). *** representa P < 0,001, **
representa P < 0,01 e * representa P < 0,05 quando comparado ao grupo CT. ### representa
P < 0,001, ## representa P < 0,01 e # representa P < 0,05 quando comparado ao grupo DM2.
ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey. CT, controle; DM2, Diabetes Mellitus
tipo 2; FBUB, farinha do bagaco de uva branca, FBUT, farinha do bagac¢o de uva tinta, HDL,
lipoproteina de alta densidade, Met, metformina.

Na Figura 7 esta demonstrada a avaliacao do indice TyG. Nesse sentido,
foi possivel observar que a administracdo de DHL + STZ foi capaz de aumentar
significativamente este parametro em todos o0s grupos diabéticos (DM2,
P<0,001, DM2+Met, P<0,05, FBUB, P<0,001 e FBUT, P<0,001). Por outro lado,
os tratamentos com Met, FBUB ou FBUT foram eficazes em prevenir este
aumento quando comparados ao grupo DM2 (P<0,001, P<0,05 e P<0,05,

respectivamente).
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Figura 7: Efeitos do tratamento com Metformina e farinha do bagaco de uva branca ou tinta no
indice Triglicerideo x Glicose em ratos Wistar submetidos a um protocolo de inducgéo
experimental de Diabetes Mellitus tipo 2. Os dados estao representados como média £ E.P. (n
=4-7). *** representa P < 0,001, ** representa P < 0,01 e * representa P < 0,05 quando
comparado ao grupo CT. ### representa P < 0,001, ## representa P < 0,01 e # representa P <
0,05 quando comparado ao grupo DM2. ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
Tukey. CT, controle; DM2, Diabetes Mellitus tipo 2; FBUB, farinha do bagaco de uva branca,
FBUT, farinha do bagaco de uva tinta, Met, metformina, TG, triglicerideos, TyG, triglicerideo-
glicose.

Na Figura 8 estdo apresentados os resultados referentes aos niveis
séricos de marcadores de dano hepatico e renal. Nesse sentido, € possivel
observar uma reducéo significativa na concentracao de acido Urico nos grupos
DM2+Met, FBUB e FBUT quando comparados ao grupo CT (P<0,01, P<0,05 e
P<0,01, respectivamente) (Figura 8A). Em relacdo a atividade das enzimas
transaminases, observou-se uma reducéo significativa na atividade da AST no
grupo FBUB quando comparado aos grupos CT e DM2 (P<0,01) (Figura 8E) e
um aumento significativo na atividade sérica da ALT no grupo DM2 em relacéo
ao CT (P<0,05), enquanto que os tratamentos com FBUB ou FBUT foram
capazes de mitigar esta alteracdo significativamente (P<0,001 e P<0,01,
respectivamente) (Figura 8F). Também foram observadas diferencas
significativas nos niveis séricos de creatinina no grupo DM2 néo tratado quando
comparado ao grupo CT (P<0,05) (Figura 8C). Outros parametros avaliados,
como concentracdo de ureia (Figura 8B) e niveis séricos de proteina (Figura

8D) nao apresentaram diferencas significativas (P>0,05).
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Figura 8: Efeitos do tratamento com Metformina e farinha do bagac¢o de uva branca ou tinta
nos niveis séricos de acido arico (A), ureia (B), creatinina (C), proteina (D), atividade das
transaminases AST (E) e ALT (F) em ratos Wistar submetidos a um protocolo de inducéo
experimental de Diabetes Mellitus tipo 2. Os dados estéo representados como média + E.P. (n
=4-7). *** representa P < 0,001, ** representa P < 0,01 e * representa P < 0,05 quando
comparado ao grupo CT. ### representa P < 0,001, ## representa P < 0,01 e # representa P <
0,05 quando comparado ao grupo DM2. ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de
Tukey. ALT, alanina aminotransferase, AST, aspartato aminotransferase, CT, controle; DM2,
Diabetes Mellitus tipo 2; FBUB, farinha do bagaco de uva branca, FBUT, farinha do bagaco de
uva tinta, Met, metformina.

5.5. Parametros comportamentais
A Figura 9 mostra a influéncia dos tratamentos no nimero de cruzamentos
totais (Figura 9A) e levantamentos (Figura 9B) dos animais no teste do campo

aberto, onde se observou que os tratamentos n&o causaram diferencas

significativas (P>0,05) no numero de cruzamentos totais e levantamento no
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teste do campo aberto em nenhum dos grupos experimentais (Figura 9A e 9B,

respectivamente).
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Figura 9: Efeitos do tratamento com Metformina e farinha do bagago de uva branca ou tinta no
Teste do Campo Aberto, referente aos cruzamentos totais (A) e nimero de levantamentos (B)
em ratos Wistar submetidos a um protocolo de indugcéo experimental de Diabetes Mellitus tipo
2. Os dados estéo representados como média + E.P. (n =6-10). ANOVA de uma via seguida
pelo teste post hoc de Tukey. CT, controle; DM2, Diabetes Mellitus tipo 2; FBUB, farinha do
bagaco de uva branca, FBUT, farinha do bagaco de uva tinta, Met, metformina.

A Figura 10 ilustra os efeitos dos tratamentos nos parametros
comportamentais relacionados ao teste do labirinto em cruz elevado quanto ao
percentual de entradas no brago aberto (Figura 10A) e de tempo desprendido
no braco aberto (Figura 10B). Nesse sentido, foi possivel observar uma
diminuicao significativa no percentual de tempo gasto no brago aberto no grupo
DM2 (P<0,05) quando comparado ao grupo CT, bem como o aumento
significativo no percentual de tempo gasto no braco aberto nos grupos tratados
com FBUB e FBUT quando comparados ao grupo DM2 (P<0,05 e P<0,001,
respectivamente) (Figura 10B).
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Figura 10: Efeitos do tratamento com Metformina e farinha do bagaco de uva branca ou tinta no
Labirinto em Cruz Elevado, referente ao % de entradas no braco aberto (A) e % de tempo no
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braco aberto (B) de ratos Wistar submetidos a um protocolo de indugdo experimental de
Diabetes Mellitus tipo 2. Os dados estdo representados como média + E.P. (n =6-10). *
representa P < 0,05 quando comparado ao grupo CT. ### representa P < 0,001, ## representaP
< 0,01 e # representa P < 0,05 quando comparado ao grupo DM2. ANOVA de uma via seguida pelo
teste post hoc de Tukey. CT, controle; DM2, Diabetes Mellitus tipo 2; FBUB, farinha do bagaco
de uva branca, FBUT, farinha do bagaco de uva tinta, Met, metformina.

5.6 Parametros de estresse oxidativo em cortex cerebral e hipocampo

A Tabela 4 demonstra os parametros de estresse oxidativo avaliados em
cortex e hipocampo de ratos Wistar submetidos a um protocolo de inducdo
experimental de DM2 por administragdo de DHL + STZ e tratados com Met,
FBUB ou FBUT. Nesse sentido, em relacdo a avaliacdo em cortex cerebral, foi
possivel observar que os tratamentos com Met, FBUB ou FBUT aumentaram
significativamente a concentracéo de conteudo tidlico total quando comparados
ao grupo CT (P<0,01). Em relacdo a avaliacdo dos niveis de TBARS, foi
possivel observar uma reducdo significativa deste marcador nos grupos
tratados com Met, FBUB ou FBUT quando comparados ao grupo CT (P>0,01).
Quando avaliados os valores de EROs foi observada uma significativa reducao
destes somente no grupo FBUT quando comparado ao grupo DM2 (P>0,05). E
possivel, também, observar um aumento significativo na concentracado de
nitritos em cortex cerebral de animais submetidos ao protocolo experimental de
DM2 no grupo DM2 (P<0,01).

Ademais, a Tabela 4 mostra os resultados referentes a avaliacdo da
atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD. Nesse sentido, foi possivel
observar que a administracdo de uma DHL em conjunto com dose Unica de STZ
por via intraperitoneal comparada com o grupo CT foi capaz de diminuir
significativamente a atividade da enzima antioxidante CAT em cOrtex cerebral
(P<0,05), enquanto que os tratamentos com Met, FBUB ou FBUT forameficazes
em proteger frente a esta alteragdo (P<0,01, P<0,05 e P<0,01,
respectivamente). Ao analisarmos a atividade da enzima antioxidante SOD em
cortex cerebral, ndo foi possivel observar diferencas significativas entre os
grupos experimentais (P>0,05).

Em relagdo aos parametros de estresse oxidativo avaliados em
hipocampo, foi possivel observar que ndo houveram diferencas significativas
guanto ao conteudo tidlico total e TBARS em nenhum dos grupos experimentais

(P>0,05). Em relacéo aos niveis de EROs, foi possivel observar que o protocolo

de inducdo experimental foi capaz de aumentar significativamente este
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parametro no grupo DM2 quando comparado ao CT (P<0,05). Curiosamente, a
atividade da enzima antioxidante CAT se mostrou significativamente inferior no
grupo DM2+Met quando comparado ao grupo DM2 (P<0,01). Ademais, a
atividade SOD da enzima em hipocampo se mostrou significativamente
reduzida nos grupos FBUB e FBUT (P<0,01 e P<0,05, respectivamente)

guando comparados ao grupo CT.

50



51



Tabela 4: Efeito da administracéo de dieta hiperlipidica e STZ e tratamento com Met ou FBUB ou FBUT em parametros de estresse

oxidativo em cortex cerebral e hipocampo de animais submetidos a um protocolo de inducdo experimental de DM2

CT DM2 DM2+Met FBUB FBUT

Cortex cerebral
Conteudo tidlico total 60,65+4,81 55,52+2,76 70,20+2,49## 68,73+1,53## 68,03+1,92##
Niveis de TBARS 4,66+0,35 4,76+0,56 3,86+0,36** 4,06+0,24** 3,65+0,26**
Niveis de EROs 59,66+3,22 64,54+2,85 47,42+4,56 54,19+3,92 44.71+4,07#
Niveis de nitritos 14,83+1,19 24,92+3,49** 20,83+0,68 21,36+1,25 20,44+0,95
Atividade da CAT 2,13+0,18 1,39+0,10* 3,07+0,07## 2,60+0,31# 2,80x0,22##
Atividade da SOD 37,01+3,35 32,98+2,48 32,61+3,40 32,25+1,80 36,66+1,27
Hipocampo
Conteudo tidlico total 101,19+46,77 80,35+3,53 86,91+2,45 81,66+3,71 88,89+3,84
Niveis de TBARS 3,87+0,34 4,28+0,40 4,01+0,27 4,12+0,27 3,35+010
Niveis de EROs 39,35+6,06 64,24+3,98* 62,07+6,37 60,96+4,23 54,75+5,84
Atividade da CAT 1,98%0,20 2,70+0,24 1,68+0,08# 2,46x0,23 2,10+0,18
Atividade da SOD 35,50+2,02 41,58+2,72 34,57+1,90 29,80+1,99## 32,60+1,64#
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Os dados estao representados como média + E.P. (n =5-7). ** representa P < 0,01 e * representa P < 0,05 quando comparado ao grupo CT. ## representa P
< 0,01 e # representa P < 0,05 quando comparado ao grupo DM2. ANOVA de uma via seguida pelo teste post hoc de Tukey. Conteudo tidlico total expresso
como nmol TNB/mg de proteina, niveis de TBARS expressos como nmol TBARS/mg de proteina, niveis de EROs expressos como umol DCF/mg de proteina,
niveis de nitritos expressos como uM nitritos/mg de proteina, atividade da CAT e SOD expressas como U/mg de proteina. CAT, catalase, CT, controle; DM2,
Diabetes Mellitus tipo 2; EROs, espécies reativas de oxigénio, FBUB, farinha do bagaco de uva branca, FBUT, farinha do bagaco de uva tinta, Met, metformina,
SOD, superdxido dismutase, TBARS, substancias reativas ao acido tiobarbiturico.
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5.7 Parametros de estresse oxidativo em figado

Em relacdo aos parametros de estresse oxidativo em figado, foi possivel
observar que a administracdo de DHL + STZ foi capaz de aumentar
significativamente os niveis de conteudo tidlico total em todos os grupos
diabéticos (P<0,001) quando comparados ao grupo CT (Tabela 5). Ademais, o
protocolo de inducdo experimental de DM2 aumentou significativamente os
niveis de TBARS (P<0,05), enquanto os tratamentos com FBUB ou FBUT foram
capazes de proteger a estrutura hepética frente a este aumento (P<0,001 e
P<0,01, respectivamente). Em relacdo aos niveis de EROs, nao foram
observadas diferencas significativas em nenhum dos grupos experimentais
(P>0,05). Além disso, é possivel observar que os niveis de nitritos estavam
aumentados em todos os grupos diabéticos, de forma que os tratamentos nédo
foram eficazes em proteger este aumento (P<0,001).

Ademais, a Tabela 5 apresenta os resultados referentes a avaliacdo da
atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD em estrutura hepética de ratos
submetidos a um modelo experimental de DM2. Nesse sentido, foi possivel
observar que ndo houveram diferencas significativas na atividade da enzima
CAT em nenhum dos grupos experimentais (P>0,05). Por outro lado, foi
possivel observar uma reducao significativa na atividade da enzima SOD nos
grupos DM2, DM2+Met, FBUB e FBUT quando comparados ao controle
(P<0,001, P<0,001, P<0,001 e P<0,01, respectivamente).

53



Tabela 5: Efeito da administracéo de dieta hiperlipidica e STZ e tratamento com Met ou FBUB ou FBUT em parametros de estresse

oxidativo em figado de animais submetidos a um protocolo de indugé@o experimental de DM2

CT DM2 DM2+Met FBUB FBUT

Figado

Conteudo tidlico total 111,8+3,08 137,6+2,28*** 139,0+2,93*** 139,2+3,28*** 143,943,13***

Niveis de TBARS 8,10+0,66 12,13+0,69* 10,03+0,81 7,02+0,90### 7,16+0,73##

Niveis de EROs 35,03+2,07 22,52+1,31 27,02+3,46 24,86+1,52 28,60+1,52

Niveis de nitritos 21,88+2,88 41,50+1,14*** 37,60+1,58*** 43,26+1,11*** 37,4911 ,32%**

Atividade da CAT 43,28+0,95 49,91+6,18 42,45%7,52 55,61+3,24 41,42+5,68
Atividade da SOD 45,38+1,72 27,85+2,36%** 29,16+2,11*** 22,07+3,22%** 32,88+2,03**

Os dados estéo representados como média + E.P. (n =4-8). *** representa P < 0,001 ** representa P < 0,01 e * representa P < 0,05 quando comparado ao
grupo CT. ### representa P < 0,001 ## representa P < 0,01 e # representa P < 0,05 quando comparado ao grupo DM2.ANOVA de uma via seguida pelo teste
post hoc de Tukey. Conteudo tidlico total expresso como nmol TNB/mg de proteina, niveis de TBARS expressos como nmol TBARS/mg de proteina, niveis de
EROs expressos como umol DCF/mg de proteina, niveis de nitritos expressos como uM nitritos/mg de proteina, atividade da CAT e SOD expressas como
U/mg de proteina. CAT, catalase, CT, controle; DM2, Diabetes Mellitus tipo 2; EROS, espécies reativas de oxigénio, FBUB, farinha do bagaco de uva branca,
FBUT, farinha do bagaco de uva tinta, Met, metformina, SOD, superéxido dismutase, TBARS, substancias reativas ao 4cido tiobarbiturico.
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5.8 Analises histolégicas em pancreas

A Figura 11 apresenta os resultados referentes a analise histolégica do
pancreas. Nesse sentido, foi possivel observar que o tecido pancreatico dos
animais do grupo CT apresentou organizagao tipica em lobus e I6bulos, células
acinares integras e ilhotas facilmente visualizaveis e com a estrutura
caracteristica (Figura 11A-C). Por outro lado, os animais do grupo DM2
apresentaram alteracdo na estrutura tipica das ilhotas de Langherans e
espacos entre as células, presenca de vacuolos em algumas células acinares,
bem como de alguns vasos congestionados (Figura 11D-F).

Todas essas alteracdes encontradas sdo compativeis com o0s danos
causados pelo modelo experimental de DM2 induzido por DHL + STZ. Em
relacdo aos tecidos pancreaticos dos animais do grupo Met foi possivel
observar que estes sdo visualmente similares ao grupo CT em todas as
caracteristicas, apesar de algumas poucas alteracbes ainda serem
encontradas (Figura 11G-l). A respeito da estrutura pancreatica avaliada
através de analises histologicas do grupo FBUB, foi possivel observar que a
mesma apresentou estrutura integra e caracteristicas similares ao grupo CT,
embora seja possivel visualizar células acinares inchadas ou com vacuolos e
vasos congestionados (Figura 11 J-L). Por fim, em relacdo as analises
histol6gicas do pancreas do grupo FBUT, foi possivel observar a presenca de
alguns vasos congestionados e células acinares com vacuolos inchados,
ilhotas pancreaticas com estrutura integra e em maior quantidade quando
comparadas ao grupo CT, embora algumas apresentem espacos (Figura 11M-
0).
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Figura 11: Caracteristicas histolégicas pancreéticas de ratos Wistar submetidos a um protocolode
inducéo experimental de Diabetes Mellitus tipo 2 tratados com Metformina ou farinha do bagaco
de uva branca ou tinta. (A-C) CT, controle; (D-F) DM2, Diabetes Mellitus tipo 2; (G-H) DM2+Met,
DM2 + Metformina, (J-L) FBUB, farinha do baga¢o de uva branca, (M-O) FBUT, farinha do
bagaco de uva tinta. Setas finas, acinos com estrutura normal; |, llhotas deLangerhans; V,
vasos; *vacuolos nas células acinares; setas largas, espacos nas ilhotas indicando alteracdes
na estrutura; D, I, L e M, vasos congestionados.
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6. Discussao

As uvas viniferas (Vitis vinifera), pertencentes a familia Vitaceae, sao
compostas por elementos como antocianinas, flavonoides e outros compostos
fendlicos. Esses compostos tém despertado grande interesse cientifico devido
as suas propriedades antioxidantes (ALBA et al., 2019; SOUZA et al., 2019;
CHEDEA et al., 2022;), cardioprotetora (MUNOZ-BERNAL et al., 2018; RIVERA
et al., 2019; TALADRID et al.,, 2023) e potencial efeito hipoglicemiante
(HERNANDEZ-SALINAS et al., 2015). Apesar dessas qualidades, a industria
vinicola gera anualmente uma quantidade significativa de BU, que se
caracteriza como um subproduto agroindustrial. O tratamento inadequado
desse residuo levanta preocupac¢des de cunho socioeconémico e ambientais.
Contudo, é possivel valoriza-lo a partir da confeccao de FBU e destina-lo para
outros fins (FERREIRA & SANTOS, 2022). Em um contexto global de saude
publica, o DM2 emerge como uma preocupacao Sséria, cujas projecées vém
sendo superadas a cada nova triagem, acarretando consideravel impacto
financeiro anual (DSDB, 2022).

No presente estudo, avaliamos os efeitos do tratamento com FBU
provenientes das castas viniferas, ‘Arinto’ (FBUB) e ‘Touriga Nacional’ (FBUT),
em parametros metabdlicos, bioquimicos séricos, comportamentais, oxidativos
e histoldgicos utilizando um modelo experimental de DM2. A inducao
experimental de DM2 foi realizada por meio da administracdo de DHL
combinada com baixa concentracdo de STZ (35mg/kg) em dose Unica, via
intraperitoneal (i.p.), seguindo um modelo amplamente utilizado na literatura
(SRINIVASAN et al., 2005; SINGH et al., 2017; CARDOSO et al., 2023). ASTZ
€ conhecida por causar Rl e disfungéo das células B-pancreéticas, semelhante
aos aspectos fisiopatolégicos observados na condicdo de DM2 (DUAN et al.,
2022). Acredita-se que a STZ seja absorvida pela célula por meio do
transportador de glicose GLUT2, o que leva a alquilacdo de proteinas eeventual
apoptose das células 3. Cabe ressaltar que, uma vez que a STZ entrana célula
via GLUT2, sua acao toxica ndo se restringe apenas as células pancreaticas,
podendo também afetar outros tecidos, como o figado (DEEDS et al., 2011).
No escopo deste estudo foram investigados os efeitos da DHL juntamente com

a administracdo de STZ sobre o consumo de racdo e agua,
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ganho de peso, peso relativo do tecido adiposo e pancreas, parametros
comportamentais, niveis séricos de glicose, perfil lipidico, niveis séricos de
ureia, acido urico, creatinina, proteina, atividade das transaminases AST e ALT
e indice TyG, além de atividade das enzimas antioxidantes CAT e SOD,
marcadores de estresse oxidativo, incluindo o conteudo tidlico total, niveis de
TBARS e nitritos em tecidos cerebrais e hepaticos, e analise de caracteristicas
histolégicas pancreaticas. Adicionalmente, analisamos o potencial protetor da
administracdo de Met ou FBUB ou FBUT em relacéo as altera¢gfes induzidas
pela combinacdo de DHL e STZ.

Embora ndo sejam observados na totalidade de individuos portadores de
DM2, os sinais classicos da DM, conhecidos como os “4 Ps” sdo: poliuria,
polidipsia, polifagia e perda involuntaria de peso (DSBD, 2022). Nesse sentido,
apos a inducao experimental de DM2 a partir da injecao intraperitoneal de STZ
em baixa dose (35 mg/kg), foi possivel observar perda consideravel de peso e
aumento da ingestdo hidrica, além de, curiosamente, diminuicdo na ingesta
alimentar, de forma que os tratamentos com FBUB ou FBUT néo foram capazes
de prevenir esses efeitos. Tais resultados corroboram com achados prévios de
Correia-Santos e colaboradores (2012) que demonstraram em modelo
experimental de DM2 a reducdo da ingesta alimentar em ratas Wistar
alimentadas com DHL ou dieta controle apos a injecao i.p. de STZ, além de
polidria e perda de peso consideravel, decorrentes da hiperglicemia induzida
pelo modelo experimental.

Entre as caracteristicas patolégicas centrais do DM2 estdo a
desregulacédo do metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas. Esses
fatores desencadeiam graves consequéncias, incluindo disfuncdes de longo
prazo na fisiologia de orgdos vitais, em especial, devido ao quadro de
hiperglicemia crbénica observada em pacientes ndo tratados que ¢é
especialmente nociva ao funcionamento fisioldgico do organismo (ALFHEEAID
et al., 2023). Nesse sentido, dentre os principais efeitos exercidos pela Met no
controle glicémico estao a inibicdo da gliconeogénese e ativagao da captacéo
e utilizacao periférica de glicose pelos orgaos periféricos (MENG et al., 2017).
Além disso, evidéncias sugerem que as acdes hipoglicémicas dos polifenois e
flavonoides, como os encontrados nas FBUB e FBUT, derivam da sua

habilidade em intervir em diversas vias metabdlicas. Isso inclui a inibicdo da
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captacao de glicose pelo transportador de glicose sédio-dependente (SGLT1),
a inibicdo de enzimas que catalisam a hidrélise de carboidratos como a a-
amilase e a a-glicosidase, a diminuicdo da absorcdo de glicose a nivel intestinale
o estimulo da secrecéo insulinica, possibilitando assim o aumento da
captacdo de glicose pelos tecidos periféricos através do transportador de
glicose GLUT4 e a protecdo das células B-pancreaticas contra a glicotoxicidade
(AMIOT et al., 2016; KIM et al., 2016; PEIXOTO et al., 2018). Entretanto, os
efeitos hipoglicémicos observados na dosagem sérica de glicose dos animais
tratados com FBUB e FBUT nao se refletem igualmente nos resultados obtidos
a partir da sobrecarga oral de glicose no TOTG, ja que esses tratamentos nao
foram capazes de atenuar o pico glicémico observado no periodo pos-prandial.
Nesse sentido, de acordo com a literatura, a manifestacao da acao
hipoglicémica pds-prandial de subprodutos da industria vinicola é dependente
da dose administrada e da dieta concomitante (URQUIAGA et al., 2018). Sendo
assim, pode-se supor que os resultados observados estejam associados a
concentragdo insuficiente de FBU nas dietas oferecidas aos animais ou ainda,
complementarmente, com o consumo continuo de DHL, consideravelmente
concentrada em gorduras e carboidratos, 0 que acentua de maneira mais
exacerbada as disfungbes no metabolismo glicémico, reduzindo
consideravelmente a capacidade da FBUB e FBUT de atenuar os insultos
glicémicos observados.

Em relacdo ao perfil lipidico, os resultados obtidos no presente estudo
indicam que os tratamentos com Met, FBUB ou FBUT foram capazes de
exercer um efeito modulador positivo a partir da prevencdo do aumento das
concentracfes séricas de TG e CT induzidas pelo protocolo experimental.
Ademais, os niveis de HDL foram significativamente superiores nos animais
que receberam a DHL suplementada com FBUT. Essas descobertas
corroboram com estudos prévios de Lanzi e colaboradores (2016), que
relataram que a administracao de BU foi eficaz em reduzir as concentracdes de
TG em um modelo animal de SM induzida por dieta rica em lipidios e frutose.
De acordo com a literatura, o potencial efeito anti-hiperlipidémico da FBU pode
ser atribuido & agéo da fibra soluvel presente em sua composigéo, uma vez que
esta € capaz de inibir a emulsificagéo lipidica e, consequentemente, hidrélise
dos triglicerideos (TALADRID et al., 2023).
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Além disso, a acdo conjunta das fibras com os compostos fendlicos
antioxidantes presentes nas FBU pode promover a modulacéo da absorcéo de
colesterol. Esse efeito pode ser atribuido a capacidade das FBU de
desestabilizar as micelas de colesterol, diminuindo, assim, sua solubilidade e
disponibilidade. Esse processo favorece a reabsorcgéo e excrecao do colesterol,
através da ligacdo com sais biliares (RAHBAR, MAHMOUDABADIA & ISLAM,
2015, RIVERA et al., 2019).

O indice TyG é um parametro que reflete a Rl e vem sendo amplamente
utilizado em estudos clinicos devido a sua simplicidade e baixo custo de
execucdo. Notavelmente, esse indice demonstra concordancia com o método
clamp euglicémico hiperinsulinémico, padrdo-ouro para diagnostico desta
condicéo (TAO, et al., 2022; ZHAO, et al., 2022). Além disso, em virtude dos
niveis elevados de TG representarem um importante fator de risco para DCV e
SM, a avaliacdo do indice TyG se apresenta como uma abordagem que nao
apenas reflete o estado glicémico, mas também o status de saude
cardiovascular do paciente (SELVI et al., 2021). Os dados demonstrados em
nosso estudo sdo condizentes com o indicativo de risco cardiovascular
aumentado nos grupos diabéticos, enquanto os tratamentos com Met, FBUB ou
FBUT demonstraram potenciais efeitos protetores. Esses resultados
corroboram com os achados por De Morais e colaboradores (2021), que
mostraram um aumento no indice TyG associado a elevacao da concentracao
de TG e glicose em ratos alimentados com uma solugdo concentrada de
sacarose e tratados com pterostilbeno, um anélogo do resveratrol. Além disso,
Alarcon e colaboradores (2017) observaram a elevacdo do indice TyG e
proteina C reativa em coelhos metabolicamente obesos, mas com peso normal,
alimentados com DHL. Os autores ressaltam a influéncia do consumo de uma
dieta inadequada, em especial com elevadas concentracbes de lipidios e/ou
carboidratos, no aumento do risco cardiovascular, mesmo em individuos com
peso saudavel.

Diversas evidéncias tém estabelecido uma relacdo entre a hiperglicemia
cronica e o0 desenvolvimento de distirbios neurocomportamentias
(SEMENKOVICH et al., 2015; ZEMDEGS et al., 2019; STOLEN et al., 2020;
KOTAGALE et al., 2021; NEVO-SHENKER & SHALITIN, 2021; ZGLEJC-

WASZAK et al., 2023). Neste contexto, os resultados obtidos a partir dos testes
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comportamentais demonstraram que a inducéao experimental de DM2 por meio
da administracdo de DHL em conjunto com injecdo intraperitoneal de STZ
apresentou uma tendéncia ao desenvolvimento de comportamento tipo-
ansioso, como pode ser identificado no TLCE, sendo este comportamento
prevenido pelo consumo de FBUB e FBUT. Cabe ressaltar que o TLCE é uma
das metodologias experimentais mais amplamente empregadas para a
avaliacdo de comportamento tipo-ansioso em roedores. Esse teste esta
baseado na aversdo natural a espagos abertos, que € visto como o0 animal
passando mais tempo nos bragos fechados do labirinto (KRAEUTER , GUEST
& SARNYAI, 2019).

Esse achado é particularmente interessante, uma vez que a ansiedade se
manifesta como uma caracteristica predominante em distarbios depressivos,
podendo anteceder o inicio dessas doencas (KALE et al., 2020). Resultados
similares foram observados no estudo conduzido por Solanki e colaboradores
(2017) em um modelo de derrota social, onde o tratamento com a farinha de
uva demonstrou potencial de prevencdo e reversdao dos déficits
comportamentais no TLCE. Os autores atribuiram esses resultados aos efeitos
preventivos do resveratrol e da quercetina contra a reducdo da capacidade
antioxidante celular induzida pelo estresse oxidativo.

O estresse oxidativo representa um dos principais mecanismos
contribuintes para o desenvolvimento da Rl e suas complicacdes associadas
ao DM2, uma vez que provoca alteracdes fisiopatologicas em nivel molecular e
perturbacdes em vias metabdlicas (YARIBEYGI et al., 2020). Com base na
literatura, o estresse oxidativo é significativamente aumentado em modelos de
DM2 induzidos por STZ. Isso ocorre como consequéncia da destruicdo das
células B-pancreaticas ap0s a administracao de STZ, que é citotoxico. Logo, a
diminuicéo das células B reduz a capacidade antioxidante no 6rgao, permitindoo
acumulo de EROs no tecido pancreético, que por sua vez, contribui para a
progressédo da DM2 (HALIM & HALIM, 2019; DUAN et al., 2022; CARDOSO et
al., 2023). Nesse contexto, a analise do impacto do consumo de FBUB e FBUT
no perfil oxidativo das estruturas cerebrais revelou efeitos potencialmente
protetores frente ao estresse oxidativo. Os tratamentos com Met, FBUB ou
FBUT aumentaram o conteudo tidlico total e diminuiram os niveis de TBARS,

enquanto o tratamento com FBUT reduziu os niveis de EROs e preveniu o
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aumento no conteudo de nitritos no cortex cerebral causados pelo protocolo de
inducg&o experimental ao DM2.

Ademais, embora mais discretos, mas relevantes, foram observados
efeitos de protecdo oxidativa dos tratamentos quanto a prevencédo do aumento
dos niveis de EROs causados pela administragdo combinada de DHL com STZ
em hipocampo. Concomitantemente, os tratamentos foram eficazes na
prevencao da reducdo na atividade da CAT em cértex cerebral induzida pelo
protocolo experimental. No entanto, curiosamente, a atividade da CAT mostrou-
se reduzida no hipocampo dos animais tratados com Met quando comparados
ao grupo DM2. Além disso, ndo foram observadas diferencas significativas
guanto a atividade cerebral da enzima SOD em cértex, mantendo-se em estado
de homeostase. Por outro lado, a enzima demonstrou atividade reduzida em
hipocampo nos grupos que receberam FBUB e FBUT.

Embora ndo sejam classificados como nutrientes, os compostos bioativos
apresentam uma ampla gama de potenciais beneficios a saude, incluindo a
prevencdo e/ou tratamento de doencas. Nesse contexto, embora os
organismos detenham defesas antioxidantes enddgenas que mantém a
homeostase, os compostos antioxidantes exdégenos desempenham um papel
importante ao retardar ou impedir a oxidacdo de substratos oxidaveis.
(SCHWARTZ et al., 2020). Com base nas caracteristicas do status redox
observadas no presente estudo, sugere-se que a administracdo de DHL + STZ
resultou em aumento da peroxidacéo lipidica cerebral em animais nao tratados,
enquanto esse efeito ndo foi observado nos animais tratados com Met, FBUB
ou FBUT.

De acordo com Copetti e colaboradores (2018), os compostos bioativos
presentes nos subprodutos da uva podem aumentar a capacidade oxidante das
células, estimulando a expresséo enzimatica, além de reduzir as EROs através
da inibicdo de sua sintese ou via estimulo da desintoxicagéo xenobiotica. Por
outro lado, evidéncias da literatura sugerem que a diminuicdo da atividade de
enzimas antioxidantes, como as observadas em hipocampo, pode ser
consequéncia do efeito poupador dos antioxidantes dietéticos. Ou seja, na
presenca de elevadas concentracdes de antioxidantes provenientes de fontes
exogenas circulantes, a necessidade da funcdo antioxidante enzimatica é
reduzida (DECORDE et al., 2008).
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Corroborando, Goutzourelas e colaboradores (2015) conduziram uma
investigacdo sobre os efeitos antioxidantes in vitro do extrato de BU tinta em
concentracfes nao citotoxicas. Nesse sentido, embora a atividade da enzima
CAT tenha apresentado diminui¢cdo em células endoteliais, a atividade da SOD
ndo apresentou diferengas significativas em musculo ou endotélio. Por outro
lado, ao analisar a atividade das enzimas antioxidantes GST e GSH, os autores
identificaram um aumento significativo em ambas as linhagens celulares.
Dentro desse contexto, 0s autores propuseram que a inducéo dos sistemas de
glutationa (GSH) desempenha um papel crucial nos efeitos antioxidantes
mediados pelo extrato de BU. Corroborando com esses resultados, os efeitos
do extrato de semente de uva nas atividades da CAT e SOD em células
eucaridticas foram influenciados pela presenca ou auséncia de estimulo de
estresse oxidativo, o qual € mediado pela via de sinalizacdo da quinase
regulada por sinal extracelular 1/2 (ERK1/2), conforme investigado em um
estudo desenvolvido por Yang e colaboradores (2014).

Os resultados obtidos no presente estudo fornecem uma Visao
abrangente dos efeitos do protocolo de indugéo experimental de DM2 e dos
tratamentos com Met, FBUB e FBUT sobre os parametros de estresse
oxidativo, marcadores de dano hepatico, atividade de enzimas antioxidantes e
transaminases no figado de ratos. No contexto hepatico de individuos com
DM2, o comprometimento do controle glicémico tem sido associado com a
diminuicdo da expressdo de GLUT4 e aumento de GLUTZ2, promovendo o
efluxo de glicose no figado, onde a elevada sintese de glicose é garantida pelo
incremento da atividade gliconeogénica (YONAMINE et al., 2017). Como
resultado, tem-se niveis excessivos de glicose circulante e aumento dos acidos
graxos livres (AGL), desencadeando danos celulares devido ao estresse
oxidativo e agravando as complicacdes do DM2. No entanto, diversos polifenois
antioxidantes tém sido identificados como protetores dos impactos adversos da
hiperglicemia no DM2 (KANG et al., 2020).

Em relacdo ao estresse oxidativo no tecido hepatico, a administracéo de
DHL combinada com a injecdo de STZ resultou em um aumento significativo
nos niveis de conteudo tidlico total em todos os grupos diabéticos em
comparacao ao CT. Resultados semelhantes foram observados em um modelo

experimental de hipermetioninemia aguda conduzido por Meine e
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colaboradores (2020), onde o tratamento com &cido tanico néo foi capaz de
reverter o aumento do conteudo tidlico total causado pelo tratamento
combinado induzido. Esse aumento pode ser interpretado como uma resposta
adaptativa das células hepéticas a maior demanda antioxidante induzida pelo
estresse oxidativo associado a DM2. Essa tendéncia também pode ser
observada na pesquisa realizada por Buchner e colaboradores (2014), onde a
administracdo crénica de uva convencional (Vitis labruscauvas) e organica -
rica em conteudos polifendlicos e vitaminas - demonstraram efeitos
hepatoprotetores frente as disfungcbes causadas pela administracdo de uma
DHL em ratos da linhagem Wistar.

Além disso, os resultados sugerem que o protocolo de inducao
experimental de DM2 aumentou a peroxidacao lipidica no figado dos ratos
diabéticos, a qual foi mitigada pelos tratamentos com FBUB ou FBUT. Esses
resultados estdo de acordo com o estudo realizado por Schmatz e
colaboradores (2012), onde o tratamento com resveratrol em animais induzidos
ao DM2 com administracdo de STZ foi capaz de impedir o aumento da
peroxidacdo lipidica. Em contraste, os niveis de nitritos, que podem estar
associados a regulacdo do 6xido nitrico (NO), permaneceram elevados em
todos os grupos diabéticos, indicando uma possivel disfuncdo no equilibrio
redox relacionado ao NO, o qual, ndo foi modulado pelos tratamentos.
Resultados semelhantes foram descritos no estudo apresentado por Belviranli
e colaboradores (2012), evidenciando que os niveis hepaticos de nitritos foram
aumentados tanto nos grupos submetidos a inducdo experimental de DM
guanto nos grupos diabéticos que receberam o extrato da semente da uva
guando comparados aos grupos controle.

No que concerne a atividade das enzimas antioxidantes no tecido
hepatico, Quatrin e colaboradores (2018) investigaram o potencial efeito
hepatoprotetor do extrato da casca de jabuticaba em um modelo experimental
de DM2 induzido em ratos. Os resultados apresentados pelos autores
mostraram que o grupo de animais diabéticos ndo submetidos ao tratamento
apresentaram atenuacao da atividade enzimatica SOD. Além disso, também foi
relatado que nos grupos de animais tratados, nenhuma das doses testadas foi
capaz de restaurar os efeitos causados pela DM2. Esses estudos corroboram

com os resultados encontrados neste estudo, onde € possivel sugerir que a
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reducdo na atividade da SOD nos grupos diabéticos pode ser atribuida ao
estresse oxidativo cronico e a consequente sobrecarga do sistema antioxidante
endogeno (BHATTI et al., 2022). Além disso, Samadi-Noshahr e colaboradores
(2020) observaram que o tratamento com extrato de erva doce ou do seu
componente ativo, trans-anetol, em modelo experimental de lesdo hepatica
induzida por STZ demonstrou atividade reduzida da SOD quando comparados
ao grupo controle. Embora os tratamentos com FBUB e FBUT nédo tenham
restabelecido completamente a atividade da SOD, eles atenuaram essa
diminuicdo, sugerindo um efeito protetor moderado sobre essa enzima
antioxidante essencial.

A disfuncéo das células B-pancreéticas, induzida por fator de leséo, € um
dos principais contribuintes para a patogénese do diabetes. Nesse contexto, a
STZ, um composto glicosamina-nitrosureia, € significativamente toxico as
células B-pancreaticas de mamiferos (DUAN et al., 2022). Sendo assim,
guando combinada aos efeitos metabdlicos do consumo de uma DHL, a
administracdo de STZ em baixa e Unica dose (35 mg/kg) reproduz um modelo
experimental de DM2 amplamente utilizado na literatura, uma vez que ocasiona
disfungbes no funcionamento das células pancreaticas, resultando em
alteracdes estruturais de ceélulas, favorecimento da presenca de vacuolos e do
congestionamento de vasos (DEEDS et al., 2011; DUAN et al., 2022), que sao
consistentes com os resultados observados no presente estudo. Por outro lado,
o tratamento com Met, FBUB ou FBUT demonstrou ser eficaz na protecéo do

tecido pancreatico frente a essas alteragoes.

7. Conclusao

Neste modelo experimental, a administracdo de FBUB e FBUT
demonstrou efeitos protetores frente as alteracdes glicémicas, lipidicas,
oxidativas e histologicas decorrentes de DM2 induzido pela combinacdo de
DHL e STZ. Esses achados contribuem para uma compreensao mais
aprofundada dos impactos dos subprodutos da uva na atenuacgao dos sinais do
DM2. No entanto, sdo necessarias pesquisas adicionais a fim de complementar
0 conhecimento e fornecer subsidios para o desenvolvimento de estratégias

terapéuticas e preventivas promissoras. Adicionalmente, investigacoes
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complementares sdo recomendadas para elucidar as vias essenciais
relacionadas aos efeitos terapéuticos e preventivos da administracdo de FBUB

e FBUT frente as disfuncdes decorrentes do DM2.
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Abstract (maximum of 200 words)

Grape pomace is a by-product of the industry that despite its substantial bioactive compounds content
is vastly discarded during winemaking process. The present review aimed to summarize recent evidence
on the biological, metabolic, nutritional and sensory properties of grape pomace flour (GPF)
supplemented foods or administration to different animal models. In this sense, the search was carried
out in the electronic databases “PubMed” and “Google Scholar” and comprised studies that used grape
pomace as its totality for the flour productions and full article publications. GPF demonstrated a high
dietary fibre and polyphenolic content that caused notable changes in organoleptic characteristics such
as the colour and texture of fortified foods and metabolic features. Were observed, for example,
improvement of antioxidant and glycemic profile and a decrease in blood pressure, in preclinical and
clinical studies, which suggests GPF as a possible agent for fortifying foods and promoting health
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Introduction

Grapes (Vitis vinifera) are one of the most extensively cultivated crops all around the world.
According to the International Organization of Vine and Wine (1) the World’s annual production of
fresh grapes in 2019 was about 85 million of tons. Over 50% of the harvest of this product is used in
wine production. After the juice extraction, approximately 25% of the processed grape is essentially a
solid waste named as wine pomace or grape pomace (GP) (2,3). This residue results from the pressing
of fresh grapes, whether fermented or not during the winemaking process, composed of pressed grapes,
peels, seeds, small pieces of stalks, and yeast cells (3-5).

Although GP presents different uses such as fertilizing, being raw material for the production of
alcoholic beverages and animal feed (3), annually a large amount of this grape by-product is deliberately
discarded by the industry and poses serious problems for the environment such as pollution of ground
and surface water. On the other hand, GP contains significant amounts of dietary fibre and
phytochemicals such as flavanols, catechins, anthocyanins, stilbenes and phenolic acids, that remains
on the pomace after the winemaking process (6,7).

In the regard of environmental context, the most sustainable alternative of reuse of GP seems to
be in the form of grape pomace flour (GPF), which is obtained after bagasse drying and milling (5).
Recently, GPF has been the protagonist of studies that investigate its effects on the attenuation of insults
in the metabolism and promotion of health and deals with the possibility of using it as the fortification
ingredient in food through the improvement of sensory properties or increasing the nutritional value.

).

Thus, the aim of this review is to summarize recent evidence on the biological, metabolic,
nutritional and sensory properties of GPF supplemented foods or administration to different animal
models.

Materials and Methods
Data sources and search strategy

The present review was carried out from the search for articles indexed in the electronic databases
PubMed and Google Scholar using the English descriptors “grape pomace flour” and “grape pomace”.
An evaluation of the bibliographic references of the selected articles was also carried out to identify
other potentially relevant studies.

Inclusion and exclusion criteria

The inclusion criteria were: 1. Studies that investigated metabolic, biochemistry, sensorial or
physicochemical aspects of administration, or formulation of products with grape pomace flour; 2.
Grape pomace used as its totality (not isolating a single part of the pomace); 3. Publication as a full
article. Were excluded all the articles that did not attend to the inclusion criteria.

Study selection

The selection of articles included in this review followed the sequence: 1. Launching of
descriptors in the databases; 2. Selection by titles; 3. Reading the abstracts of the articles that were
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selected by the title (pre-selection); 4. Full reading of articles pre-selected by abstract 5. Inclusion of
articles with relevant data.

Results and Discussion
General characteristics

Tables 1, 2 and 3 presents the main characteristics and results of the studies that were included in
the present review and are divided according to the study design, as follows: pre-clinical studies,
observational studies and sensory evaluation of foods, respectively. The studies were published between
2014 and 2021. Four of the studies were conducted in Chile, three in Brazil, two in Portugal, one in
Tunisia, one in Thailand, one in the United States and one in Spain. The studies used different grape
varieties to make the flours and the respective compositional evaluations are described in each of the
works.

Preclinical studies

Charradi et. al. (2017) (8) reported the potential anti-lipotoxic effect of a high dosage of grape
seed and skin flour (GSSF) into the brain of either female or male obese rats induced by a high fat diet
(HFD), with an emphasis on the putative protection against lipotoxicity-induced oxidative stress and
inflammation. Animal’s diet was mixtured with 5% of the GSSF for eight weeks. At the end of the
experimental period, the authors could observe that this supplementation resulted in a protection against
the increase of LDL-cholesterol accumulation in plasma and brain, lipoperoxidation, protein
carbonylation and decrease of antioxidant activity caused by the HFD. GSSF also abrogates the
disturbances caused by the HFD in transition metals and associated enzymes, intracellular mediators
and associated enzymes, peripheral adipokines and lipid brain deposition. And, although HFD alters
more significantly brain lipotoxicity in male than female rats, being gender dependent, the less
probability of females on developing inflammatory related brain diseases is suggested to be linked with
the anti-inflammatory role of estrogens. However, the GSSF supplementation protected efficiently both
Sexes.

An experimental study designed by Souza et al. (2019) (9) evaluate whether dietary
supplementation with GPF was able to prevent or reduce the hepatic oxidative damage of grass carp
(Ctenopharyngodon idella) experimentally infected by Pseudomonas aeruginosa. In this sense, the
authors included 150 and 300 mg/kg of GPF on the fish’s basal diet. The experiment resulted in the
increase of the enzymatic and non-enzymatic antioxidant defense system due to a significant up
regulation on hepatic enzymes Superoxide Dismutase (SOD) and Catalase (CAT) activities and on
hepatic total antioxidant capacity against peroxyl radicals (ACAP) levels, demonstrating a high capacity
to scavenge the peroxyl radical. Additionally, the levels of reactive oxygen species (ROS), metabolites
of nitric oxide (NOx) and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) of the treated animals
remained similar to the control groups, whether the non-treated showed significant higher concentrations
of those markers, demonstrating that the prophylactic supplementation was able to protect the liver
against oxidative damage.

According to the literature, several evidence has demonstrated that the bioactive compounds of
grapes exert hepatoprotective effects and, sometimes via synergetic action. Even so, resveratrol which
is the main component of red grape, is considered the main responsible for the antioxidant actions that
can be observed in these crops (10). Among the resveratrol means of action are the suppressment of
ROS synthesis by inhibiting enzyme depletion or by chelating trace elements involved in free radical
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production, scavenging ROS and up-regulating or protecting the antioxidant defence and activating
defence pathway factors (9).

Also in 2019, Alba et al. (11) conducted an experimental design to evaluate the effects of GPF on
antioxidant activity, biochemistry variables, components of the immune system and milk production and
quality of Lacaune sheep in heat stress. The animals received 0.8 kg/day of a concentrate of 1 or 2% of
GPF, divided in two daily. The authors could demonstrate that the concentrate supplementation resulted
in an elevated antioxidant response in the serum of the sheep. Besides, serum levels of urea and glucose
were reduced while serum triglyceride concentrations were greater in animals supplemented with 2%
GPF.

This study could demonstrate that the experimental administration of GPF resulted in greater
control of oxidative stress, an increase in productive efficiency and improvement on sheep health. In
this sense, it could be observed that the increased serum concentrations further support the upregulation
in antioxidant capacity in the milk after the GPF administration, which is related to antioxidants, such
as quercetin, resveratrol and phenols that constitutes the grape chemical composition. Besides, the
authors assume that the increase in productive efficiency after the inclusion of GPF may be a result of
the greater control of oxidative stress and decrease of free radicals concentration. In addition, it is
hypothesized that as the GPF supplementation exerted a protection against milk lipid peroxidation, it
could potentially increase shelf life of milk and its derivative products (11).

Recently, in 2021, Harikrishnan et al.(12) evaluated the effects of dietary inclusion of GPF on
growth and antioxidant and anti-inflammatory profile, innate-adaptive immunity, and immune genes
expression in Labeo rohita against Flavobacterium columnaris. The animals were separated in four
different groups which received 0, 100, 200, or 300 mg/kg of the GPF supplemented on the basal diet.
After the 60 days experimental protocol, the authors could observe that the 200 mg/kg GPF inclusion
diet exhibited the most significant results on growth rate, antioxidant status, and immune defense
mechanisms than other concentrations of the flour. In this sense, there was a significant increase of as
malondialdehyde (MDA), SOD, glutathione peroxidase (GPx), glutathione (GSH), phagocytic (PC)
activity, respiratory burst (RB), alternative complement pathway (ACP), lysozyme (Lyz), and total
immunoglobulin M (IgM) on the groups with the higher concentration of the grape supplement.
According to the present work, GPF was capable of improving the antioxidant enzymatic and non-
enzymatic pathway throw the increase of enzymes accompanied by a balance between synthesis and
exclusion of ROS.

In 2019, Rivera et al.(13) headed an experimental study in order to investigate the impact of a
dietary supplementation of GPF in a model of lethal ischemic heart disease. In this sense, male and
female SR-B1 KO/ApoER61"" were administrated 20% high fat, high cholesterol, and cholic acid-
containing atherogenic diet mixture to the basal diet, 20% red wine pomace flour (RWPF) plus the
experimental diet or 10% of oat fibre plus the atherogenic diet. After the experimental protocol, the
authors could observe that RWPF supplementation showed a significant improvement on animal
lifespan in comparison to the groups that did not receive the flour. When analyzing the plasma
antioxidant capacity of the RWGP, the authors could observe that it decreased the levels of
dihydrorhodamine (DHR) oxidation to baseline, while the experimental diet exerted an increase of more
than 100% at this parameter. Finally, the authors evaluated heart disturbances caused by the
administration of an atherogenic diet and the potential effects of the RWGP supplementation. In this
sense, the flour-fed group showed less formation of atherosclerotic plagues and Oil Red O-stained areas
at the end of the experiment and a significant restoration of systolic heart function at day 14 to normal
levels.
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The findings elucidated by Rivera et al. 2019 (13) showed that more than increasing mice lifespan,
RWGP consumption were associated with a significant reduction in atherosclerotic lesions and ischemic
heart disease and exhibited an antioxidant effect. The results found by the present article indicates that
the effect of RWGP on a diversity of targets is not only related to the abundant presence of fibres ever
since the oat fibre-fed group did not demonstrate the same effects as the flour-fed but it was most likely
due to specific components of the RWGP flour.

In 2015, Herndndez-Salinas et al. (14) performed a study to investigate whether wine grape
pomace (WGP) supplementation may prevent the disturbances caused by a high fructose diet-fed animal
model of metabolic syndrome on glucose metabolism and oxidative stress of rats. In this sense, the
animals were fed with a control diet, control diet plus 20% of WGP, control diet plus 50% of a high
fructose diet or 50% high fructose diet plus 20% of WGP. The authors then measured blood glucose,
insulin and triglycerides, arterial blood pressure and body weight. Also, homeostasis model assessment
(HOMA) index was calculated, glucose tolerance test was performed, and oxidative stress index were
measured in plasma and kidney. At the end of the experimental protocol the authors could observe that
WGP supplementation was able to prevent the increase of TBARS levels in plasma and renal tissue
caused by the administration of a high fructose diet. Furthermore, it also prevented the increase of
HOMA index, fasting blood glucose and plasma insulin levels when compared to non-treated
intervention group. Previous studies on the literature have already showed that dietary polyphenols may
attenuate system inflammation through the modulation of the activities of key transcription factors that
regulate cellular responses to oxidative stress and inflammation (15)

Clinical/observational human model studies

In 2015, Urquiaga et al. (16) designed a prospective, randomized controlled parallel-group trial
to evaluate the effect of wine grape pomace flour (WGPF) on components of metabolic syndrome (MS)
in humans. In this sense, were recruited male volunteer workers who regularly consumed an omnivorous
diet and presented at least one component of MS. After the selection of the participants of the study,
they were randomly assigned to either group intervention or control. Both groups were asked to maintain
their regular eating and lifestyle habits, with the exception to the intervention group that were also
oriented to consume 20 g of WGPF/day during the 16 weeks of the study. WGPF was consumed in
bread, biscuits or diluted to water. Participants passed through clinical, nutritional, anthropometric and
laboratory evaluations at the beginning and end of the study. In this sense, at the end of the study, the
authors could observe that the control group showed a statistically significant increase in body mass
index, while no significant differences were observed on anthropometric characteristics of the
intervention group. WGPF consumption resulted in a significant decrease of systolic and diastolic blood
pressure, fasting glucose levels and protein damage measured as carbonyl groups in plasma proteins,
while y-tocopherol, d-tocopherol and a-tocopherol increased significantly in WGPF supplemented

group.

More recently, in 2018, Urquiaga et al. (17) designed a three-month longitudinal trial consisting
of two treatment periods of four weeks, separated by a third four-week wash-out period. Were recruited
volunteer male workers who regularly consumed an omnivorous diet and presented at least one
component of MS and a body mass index (BMI) between 25.0 and 39.9 kg/m2. Participants were asked
to maintain their regular eating habits and lifestyle during the study, except for the daily intake of
WGPF-burgers containing 7g of WGPF during the first and last four weeks of the experimental protocol.
Participants had clinical, nutritional, and anthropometric evaluations at the beginning and end of the
study. After the 16 weeks, the authors could observe that WGPF-burger consumption resulted in a
significant decrease on glycemia and HOMA index value throughout the experimental period and
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remained low during the washout period. According to plasma insulin, it could be observed a decrease
trend during the WGPF-burger period that remained low during the washout period. According to
plasma antioxidants, WGPF-burgers consumption period resulted in a increased concentration of
vitamin C and decrease of plasma uric acid levels and 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH-) radical
scavenging capacity. In addition, WGPF-burgers consumption exherted a significant decresase on
Advanced oxidation protein products (AOPP) and oxidized low-density lipoprotein (oxLDL) levels.

At both studies, the authors could observe a reduction on fasting glucose levels and, besides GPF
are rich in antioxidant dietary fibre, which is a known substance that is resistant to digestion by human
gastrointestinal enzymes, there is already evidence relating its consumption to an improvement on
carbohydrates metabolism. However, the mechanism associated with these beneficial
effects are not yet known and it is hypothesized that the dietary fibre acts in synergism with the phenolic
content of GPFs (17). In addition, it could be observed a statistically significant lowering of blood
pressure after WGPF intake. Previous data from the literature associate the consumption of grape
extracts, which are rich on phenolic acids, flavonoids, anthocyanins, stilbenes, and lipids with
antihypertensive effects and, consequently, cardio protector features (18). Additionally, fibre-associated
antioxidant products that are released by colonic fermentation might explain the reduction in blood
pressure that was observed after WGPF supplementation (16).

According to the results observed by Urquiaga et al. 2015 and 2018 (16,17), WGPF consumption
led to increased antioxidant defenses and a reduction on oxidative and protein damage markers, what
enhances the antioxidant capacity of grapes as previous related on the literature (18). Finally, some of
the participants reported side effects during the experimental protocol when they were oriented to
consume WGPF such as an increase of intestinal gas, heartburn, regularization of intestinal transit, softer
stools, increased appetite, dyspepsia and gastroesophageal reflux (16). Although WGPF consumption
demonstrated beneficial effects on human individuals as described on the previous studies included on
this review, the authors highlights that there was some limitations on those studies such as: the low
number of participants that were able to finish the protocol, the bias that might have occur due to the
open-label scope of the protocols, the differences of calorie intake and dietary composition of each
participant that influences the final results mentioned above (16,17), which enforces the need of
developing new studies that involve a bigger number of participants and investigate different features
such as diabetes and cardiovascular diseases on human scopes in order to better understand the potential
effects of GPFs supplementation.

Applications of grape pomace flour on food industry

In 2020, Palma et al. (5) performed a sensory evaluation of salty crackers fortified with GPF at
percentages of 5 and 10%. Participants received five different formulations of crackers: Arinto variety
flour (5 and 10% incorporated to wheat flour), Touriga Nacional variety flour (5 and 10% incorporated
to wheat flour) and the same formulation, without GPFs, were used as a control. The attributes evaluated
by the volunteers were: colour, aroma, flavor, texture and overall impression through a 5-point hedonic
scale. In addition, the intention to purchase were also parameterized according to a 5-point scale and
participants were asked to choose which of the crackers they “best like” and the one they “least like”.

At the end of the sensory evaluation, the authors could observe that the Arinto 10% cracker had
the highest scores of colour, flavor, texture, global appreciation and purchase intention when compared
to the rest of the crackers, although none of thisresults are statistically significant. Additionally, it could
be observed that the formulations with the lowest concentrations of GPFs were the less appreciated by
the participants (Arinto 5% and Touriga 5%). Finally, the most and least liked crackers choice question
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resulted in a highest number of votes to Touriga Nacional 10% as the “best like” cracker and Touriga
Nacional 5% as the “least like” one.

In the same way, in 2021, Palma et al. (19) aimed to evaluate the acceptability of sweet cookies
fortified with Arinto or Touriga Nacional pomace flours, on higher concentration and at a bigger scope
of volunteers than the previous work. Participants received five different formulated cookies: Arinto
variety flour at the concentrations of 15 and 20%, Touriga Nacional variety flour at the concentrations
of 15 and 20% and control cookies without GPFs supplementation. The tests were performed in two
different days and the participants received a questionnaire to give their opinion regarding colour, taste
texture, aroma and overall final impression, purchase intention and their preference of sweet cookie in
which participants were asked to rank the cookies as “liked best”, “more or less liked” and “liked least”.

At this time, the authors could observe that regarding to colour, flavor and purchase intention the
highest scores were attributed to the control cookie. Meanwhile, both Touriga Nacional flour
formulations had the lowest punctuation related to colour and 15% Touriga Nacional flour of flavor. On
the other hand, 15% Touriga Nacional flour fortified cookies had the highest scores of texture and both
20% fortified cookies had the lowest score of flavor. According to the purchase intention, the highest
percentages were attributed to Arinto GPF incorporations of 15 and 20% and the cookies with the lowest
intention of purchase were the control ones. Finally, the preferences of choice demonstrated that the
most appreciated cookie was the control, and among the fortified cookies, the highest scores were from
Touriga Nacional 15 and 20% followed by Arinto 20 and 15%.

Ortega-Heras et al. 2019 (20) designed a study to evaluate the adequacy of sensory attributes,
nutritional, colour and texture proprieties of muffins fortified with red and white GPF. For that, five
formulations of muffins were analyzed: a control muffin composed with 100% whole-wheat flour and
muffins made with 10 and 20% of white or red GPF (free of seeds). For the sensory analysis, participants
received one cookie of each formulation and were asked to indicate the degree of liking using a nine-
point hedonic scale, ranged from “disliked extremely” to “like extremely”. The evaluated attributes were
surface colour, crumb colour, sweetness, hardness, sponginess and flavour using a five-point bipolar
scale. In addition, were evaluated the nutritional composition, height increase and weight loss, colour
and texture profile analysis of the muffins, according to each previous proposed methodology.
According to the nutrition composition of the muffins, it could be observed that the GPFs fortifies
muffins presented a higher content of fibre and fat when compared to control muffins, whereas control
muffins showed the highest height increase and 20% fortified muffins exhibited the highest scores of
weight loss. Regarding to colour and texture parameters, the muffins elaborated with GPFs were darker
and harder when compared to the control muffin. Over more, the addition of GPFs resulted in a increase
of chewiness when compared to control muffins and a decrease of resilience as the concentration of
GPFs increased. Finally, the concentrations of 20% of GPFs underwent a significant reduction of
springiness of muffins.

After the sensory analysis, the authors could observe that the most appreciated muffin were the
control one, followed by the 10% formulation of red and white GPFs. The organoleptic analyses showed
that reformulated muffins had “much more” colour and flavour, especially on the 20% red grape
formulation. According to the sweetness perception, it could be observed that white grape formulations
exhibited the highest scores of “much less” perception.

In 2014, Walker et al. (21) headed a study to evaluate the effects of fortification of baked good
with 5, 10 or 15% of Pinot Noir or Pinot Grigio grape flours. In this sense, the flours were added to
bread, muffins and brownies, the final products were then evaluated for total phenolic content, radical
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scavenging activity, dietary fibre content and physicochemical and sensory proprieties. For the sensory
evaluation, the participants received 2 samples of each baked good and rated the likeness of established
parameters on a 9-point hedonic scale. Physicochemical properties and bioactive compounds analyses
were performed according to the stablished methodology to each parameter.

At the end of the experiment the authors could observe that WGPF supplementation resulted in a
lower water holding capacity and a higher sucrose solvent retention capacity when compared to the
control formulation, which means that WGP absorbs less water than wheat flour and might present a
smaller loaf size from decreased extensibility due to its high fibre content, respectively. According to
the physicochemical properties of baked good items, the 20% white wine grape pomace (WWGP) 20%
sample had the highest moisture content, which could be explained to the higher sugar concentration in
WWGP. On the other hand, WWGP samples of 15 and 20% showed the lower water activity than the
other formulations, which probably be explained, again, due to sugars capacity of trapping available
water and decreasing the water content available to participate on chemical reactions. According to the
brownie samples, the RWGP 25% had a significantly higher moisture content when compares to the
control formulation, while the water activity was the lowest for the 15 and 25% RWGP samples.

Regarding to colour, the WGPs formulated baked goods became darker as the percentage of flour
increase, being the RWGP a dark purple to red colour and the WWGP a yellow brown colour that could
be observed on the bakery products. In addition, all WGP fortified muffins and breads presented a lower
loaf volume and an increase in chewiness and firmness when compared to the control formulation, while
the control muffins presented a significantly higher springiness than all other WGP fortified samples.

Regarding the bioactive composition, it could be observed that the total phenolic content and
radical scavenging activity of breads increased as the WGP percent raised as well. For the muffins, the
total phenolic content followed the same trend as the increase of WGP was presented, except that the
WWGP samples had significantly lower radical scavenging values when compared to RWGP ones.
Similarly, the radical scavenging activity of brownies was only significantly higher on 10 and 25%
RWGP fortified samples. As for the dietary fibre content, there was a trend of increase as the percentage
of GPFs increased as well.

Finally, the consumer acceptance of RWGP fortified baked good demonstrated that 5 and 10%
breads presented a lower rating for mouth feel, what suggests that these samples was a little dry, as
expected after the water activity and holding. Regarding the muffin samples, the 5% formulation
presented the most acceptable colour as the 10% demonstrate significantly higher scores and the control
lower, indicating that these samples were too dark and light, respectively. As for the aroma liking rating,
the 5% RWGP muffins presented the highest scores of the fortified samples, while the most appreciated
was the control one. For the brownies, the less appreciated sample for texture liking was the 20% RWGP,
which according to the panelists, presented big particle size of the pomace, what interfered on this
attribute.

In 2019, Cilli et al. (22) headed a study aiming to investigate the antioxidant potential of GPF in
a frozen salmon burger. In this sense, volunteers were recruited to attend to a sensory evaluation in
which received approximately 10 g of three different formulated burgers: the control negative, and 1 or
2% supplementation of GPF on fish burgers that were evaluated through its colour, odour, taste, texture,
appearance and overall quality using a 9-point verbal hedonic
scale. Participants also were asked to give their opinion on the purchase intention using a 5-point scale.
The researchers also analyzed its TBARS content and in vitro cytotoxicity of GPF through previous
established methodology. According to the cytotoxicity, the GPF showed a good cytocompatibility
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when exposed to mouse fibroblasts cells, exerting cytotoxic effects only at 800 mg of GPF/ml, which
means that the 1 and 2% formulations of burgers are safe as represents 100 and 200 mg of GPF/ml,
respectively. The proximate composition of the burgers showed that GPF addition improved the dietary
fibre content and darkness when compared to control sample. As for the sensory evaluation of salmon
burgers, the researchers could observe that the supplementation of GPF was less appreciated for
appearance, colour, and overall quality of salmon burgers as compared to the negative control. In
general, the 1% GPF formulation of burger was more accepted by the consumers and presented a higher
purchase intention when compared to the 2% samples. Finally, the authors could observe that GPF
supplementation on burgers resulted in a decrease of TBARS content during storage without negatively
compromising the nutritional or microbiological characteristics.

Based on the results presented by the previous mentioned studies, it could be observed that
different concentrations of GPFs on different recipes of baked goods (salty and sweet ones) and burger
demonstrated a heterogeneous preference for the control or fortified samples and each percentage of the
flour. In general, the addition of GPFs interferes on the organoleptic characteristics such as colour, in
which the final product tends to be darker as the percentage of flour increase and to present a feature
similar to the grape cast, which means that it acquires a purple to red colour when fortified with RWGP
and a yellow to brown colour when added the WWGP flours. The capacity of GPF to influence on the
colour of the products represents a beneficial attribute because, according to the literature, the consumers
tend to associate darker baked goods as healthier ones, being those the preference choice when seeking
for a functional food (21). Furthermore, GPF presented a higher content of dietary fibre when compared
to the control formulations investigated on the studies mentioned before, increasing as the percentage
of GPF raised as well. According to the literature, dietary fibre intake is associated with decreased risk
of cardiovascular disease (23) and other chronic diseases, in addition to a association with lower body
weights, what represents benefits to health (24).

Furthermore, the chemical composition analyses demonstrated that GPFs are rich in polyphenols
and bioactive compounds, as its concentrations were generally higher than the ones found on control
formulations. As for the final products the phenolic composition tends to increase as the percentage of
GPF raised. Another characteristic of fortified baked goods is the hardness and chewiness, in which the
panelists indicated that those samples presented a dryer texture, what can be explained for the flours’
lower water activity and water retention, which results in incomplete hydration of the flour and might
attribute its harder texture (21).

Finally, the authors could observe that sometimes however a fortified baked good presented lower
score than the control samples when analyzing single characteristics such as colour and texture, the same
samples could achieve higher values of purchase intention or likeness. According to the literature, it
could be explained as consumers not always answer to “like and dislike” questions the same as specific
ones due to emotional influence (5,19). In this sense, it is emphasized the need of evaluating the same
formulation with different methods and the necessity of new studies investigating different
concentrations and preparations using GPF and a bigger scope of volunteers to better understand general
preferences for the introduction of its consumption as a functional food.

Conclusion

GPF is an important source of bioactive compounds with healthy promoter activities such as
antioxidant, cardio protector and anti-hyperglycemic. Recent evidence is demonstrating that this by-
product may play an important effect on the optimization of health benefits and minimizing possible
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negative health markers. In addition, the incorporation of fibre-rich GPF on different recipes results in
higher nutritional value and sensory properties of the final product. Although there are preclinical and
clinical studies observing that some mechanisms played by its chemical composition may act as cardio
and neuroprotective, more investigations regarding the targets and pathways by which the effects of
GPF flour can act in order to improve health and food nutritional quality are needed to better understand
its molecular interaction on sistemic biochemical parameters and food shelf life and sensory
characteristics.
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Legends, Tables and Figures / Legendas, Tabelas e Figuras

Tables

Table 1. Detailed description of each preclinical study included in this review. (n=6)

GPF: grape pomace flour ; GRF: grape residue flour; GSSF: grape seed and skin flour; WGP: wine
grape pomace; SOD: superoxide dismutase; GPx: glutathione peroxidase; LDL.: low density lipoprotein;
ROS: reactive oxygen species; NOx: nitric oxide; TBARS: thiobarbituric acid reactive substances;
mRNA: micro MDA: malondialdehyde; RB: respiratory burst; ACP: alternative pathway complement;
IgM: total immunoglobulin M; Lyz: lysozyme; TLR22: toll-like receptor-22; CC3: Complement C3;
Nrf2: nuclear factor erythroid 2-related factor 2; NKEF-B: natural killer-cell enhancing factor B;
housekeeping gene (B-actin); HFC: high fat, high cholesterol, and cholic acid-containing

Table 2. Detailed description of each observational study included in this review. (n=2)

AOPP: advanced oxidation protein products; DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; oxLDL.: oxidized
low-density lipoprotein; WGPF: wine grape pomace flour

Table 3. Detailed description of each sensorial study included in this review. (n=5)
RWGP: Pinot Noir wine grape pomace; WWGP: Pinot Grigio wine grape pomace

Tabelas

Tabela 1. Descricao detalhada de cada estudo pré-clinico incluido nesta revisdo. (n=6)

GPF: farinha de bagaco de uva; GRF: farinha de bagaco de uva; GSSF: farinha de semente e casca de
uva; WGP: bagago de uva para vinho; SOD: superdxido dismutase; GPx: glutationa peroxidase; LDL:
lipoproteina de baixa densidade; ROS: espécies reativas de oxigénio; NOx: Oxido nitrico; TBARS:
substancias reativas ao acido tiobarbitrico, mRNA: microMDA: malondialdeido; RB: explosdo
respiratoria; ACP: complemento de via alternativa; IgM: imunoglobulina M total; Lyz: lisozima;
TLR22: receptor-22 tipo toll; CC3: Complemento C3; Nrf2: fator nuclear eritroide 2 relacionado ao
fator 2; NKEF - B : fator B de aumento de células assassinas naturais ; gene de manutengéo ( 3 -actina);
HFC: alto teor de gordura, colesterol alto e &cido colico

Tabela 2. Descricao detalhada de cada estudo observacional incluido nesta revisdo. (n=2)

AOPP: produtos de proteina de oxidacdo avangada; DPPH: 2,2-difenil-1- picrilhidrazil; oxLDL :
lipoproteina de baixa densidade oxidada; WGPF: farinha de bagaco de uva para vinho

Tabela 3. Descricao detalhada de cada estudo sensorial incluido nesta revisdo. (n=5)
RWGP: Bagaco de uva para vinho Pinot Noir; WWGP: Bagaco de uva de vinho Pinot Grigio
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Portuguese Chapters

Titulo PT: EFEITOS METABOLICOS DA FARINHA DO BAGACO DE UVA: UMA
REVISAO DE ENSAIOS BIOLOGICOS PRE CLINICOS E CLINICOS
Titulo Curto PT: Reviséo dos efeitos metabdlicos da farinha de bagaco de uva

Resumo (méximo de 200 palavras)

O bagaco de uva é um subproduto da industria que, apesar de seu contedo significativo de
compostos bioativos, é amplamente descartado durante o processo de vinificagdo. A presente
revisdo teve como objetivo resumir evidéncias recentes sobre as propriedades bioldgicas,
metabolicas, nutricionais e sensoriais de alimentos suplementados com farinha de bagaco de uva
(GPF) ou administrados a diferentes modelos animais. Nesse sentido, a busca foi realizada nas
bases de dados eletronicas “PubMed” e “Google Scholar” e compreendeu estudos que utilizaram
bagaco de uva como sua totalidade para as producGes de farinha e publicaces de artigos
completos. A GPF demonstrou um alto teor de fibra alimentar e polifendis que ocasionou
mudangas notaveis nas caracteristicas organolépticas, como cor e textura de alimentos
fortificados, e pardmetros metabdlicas. Foram observadas, por exemplo, melhora do perfil
antioxidante e glicémico e diminui¢do da pressao arterial, em estudos pré-clinicos e clinicos, o
gue sugere a GPF como um possivel agente fortificante de alimentos e promotor de saude.

Palavras-chave (maximo de cinco): farinha do bagaco de uva; alimentos fortificados; compostos
fendlicos; fibra dietética; gestdo de residuos.

Introducéo

A uva (Vitis vinifera) € uma das culturas mais cultivadas em todo o0 mundo. De acordo com
a Organizacdo Internacional da Vinha e do Vinho (1), a producéo anual mundial de uvas frescas
em 2019 foi de cerca de 85 milhdes de toneladas. Mais de 50% da colheita deste produto é
utilizada na producdo de vinho. Apds a extracdo do suco, aproximadamente 25% da uva
processada é essencialmente um residuo sélido denominado como bagago de vinho ou bagago de
uva (GP) (2,3). Este residuo é resultado da prensagem de uvas frescas, fermentadas ou n&o,
durante o processo de vinificagdo, sendo composto por uvas prensadas, cascas, sementes,
pequenos pedacos de galhos e células fermentadas (3-5).

Embora o GP apresente diferentes usos como na adubagdo, sendo matéria-prima para a
producdo de bebidas alcodlicas e racdo animal (3), anualmente uma grande quantidade desse
subproduto da uva é deliberadamente descartada pela industria e traz sérios problemas ao meio
ambiente, como polui¢do do solo e das &guas. Por outro lado, 0 GP contém quantidades
significativas de fibra alimentar e fitoquimicos como flavandides, catequinas, antocianinas,
estilbenos e &cidos fendlicos, que permanecem no bagaco apds o processo de vinificagdo (6,7).

No que diz respeito ao contexto ambiental, alternativa mais sustentavel de
reaproveitamento do GP parece ser na forma de farinha de bagaco de uva (GPF), que € obtida
apos a secagem e moagem do bagaco (5). Recentemente, a GPF tem sido protagonista de estudos
que investigam seus efeitos na atenuacéo de agravos ao metabolismo e na promogéo de salde e
trata da possibilidade de utiliz-la como ingrediente fortificante em alimentos por meio da
melhoria das propriedades sensoriais ou aumento do valor nutricional . (7).
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Assim, 0 objetivo desta revisdo é resumir evidéncias recentes sobre as propriedades
bioldgicas, metabdlicas, nutricionais e sensoriais de alimentos suplementados com GPF ou sua
administracdo a diferentes modelos animais.

Fontes de dados e estratégia de pesquisa

A presente revisdo foi realizada a partir da busca de artigos indexados nas bases de dados
eletronicas PubMed e Google Académico utilizando os descritores em inglés “grape pomace
flour” e “grape pomace”. Também foi realizada uma avaliagdo das referéncias bibliograficas dos
artigos selecionados para identificar outros estudos potencialmente relevantes.

Critérios de inclusao e exclusao

Os critérios de inclusdo foram: 1. Estudos que investigassem aspectos metabolicos,
biogquimicos, sensoriais ou fisico-quimicos da administracdo ou formulacdo de produtos com
farinha de bagaco de uva; 2. Bagaco de uva utilizado em sua totalidade (ndo isolando uma Unica
parte do bagaco); 3. Publicacdo como artigo completo. Foram excluidos todos os artigos que nao
atendiam aos critérios de incluséo.

Selecao de estudos

A selecdo dos artigos incluidos nesta revisdo seguiu a sequéncia: 1. Lancamento dos
descritores nas bases de dados; 2. Selecdo por titulos; 3. Leitura dos resumos dos artigos
selecionados pelo titulo (pré-selecdo); 4. Leitura na integra dos artigos pré-selecionados pelo
resumo 5. Inclusdo de artigos com dados relevantes.

Resultados e Discussao
Caracteristicas gerais

As Tabelas 1, 2 e 3 apresentam as principais caracteristicas e resultados dos estudos que
foram incluidos na presente reviséo e estéo divididas de acordo com o desenho do estudo, sendo:
estudos pré-clinicos, estudos observacionais e avaliagdo sensorial de alimentos, respectivamente.
Os estudos foram publicados entre 2014 e 2021. Quatro dos estudos foram conduzidos no Chile,
trés no Brasil, dois em Portugal, um na Tunisia, um na Tailandia, um nos Estados Unidos e um
na Espanha. Os estudos utilizaram diferentes castas de uvas para a confeccéo das farinhas e as
respectivas avaliacbes composicionais estdo descritas em cada um dos trabalhos.

Estudos pré-clinicos

Charradi et. al. (2017) (8) relataram o potencial efeito anti lipotdxico de uma alta dosagem
de farinha da semente e casca de uva (GSSF) no cérebro de ratos fémeas ou machos obesos
induzidos por uma dieta rica em gordura (HFD), com uma énfase na prote¢do putativa contra o
estresse oxidativo e inflamag&o induzidos por lipotoxicidade. A dieta dos animais foi misturada
com 5% da GSSF por oito semanas. Ao final do periodo experimental, os autores puderam
observar que essa suplementagdo resultou na prote¢do contra 0 aumento do acimulo de LDL-
colesterol no plasma e no cérebro, lipoperoxidacdo, carbonilacdo de proteinas e diminui¢do da
atividade antioxidante causada pela HFD. A GSSF também anulou os distlrbios causados pela
HFD em metais de transicdo e enzimas associadas, mediadores intracelulares e enzimas
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associadas, adipocinas periféricas e deposi¢do de lipidios no cérebro. E, embora a HFD altere
mais significativamente a lipotoxicidade cerebral em ratos machos do que fémeas, sendo
dependente do sexo, a menor probabilidade de as fémeas desenvolverem doencas inflamatérias
cerebrais relacionadas esta relacionada ao papel anti-inflamatério dos estrogénios. No entanto, a
suplementacdo com GSSF protegeu eficientemente ambos 0s sexos.

Um estudo experimental desenvolvido por Souza et al. (2019) (9) avaliou se a
suplementacdo dietética com GPF foi capaz de prevenir ou reduzir o dano oxidativo hepatico de
carpas-capim (Ctenopharyngodon idella) infectadas experimentalmente por Pseudomonas
aeruginosa. Nesse sentido, os autores incluiram 150 e 300 mg/kg de GPF na dieta basal dos
peixes. O experimento resultou no aumento do sistema de defesa antioxidante enzimatico e néo
enzimatico devido a um aumento significativo nas atividades hepéticas das enzimas Superoxido
Dismutase (SOD) e Catalase (CAT) e nos niveis hepaticos de capacidade antioxidante total contra
radicais peroxil (ACAP), demonstrando uma alta capacidade de sequestrar o radical peroxil. Além
disso, os niveis de espécies reativas ao oxigénio (EROS), metabdlitos do 6xido nitrico (Nox) e
substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS) dos animais tratados permaneceram
semelhantes aos dos grupos controle, ja os ndo tratados apresentaram concentracdes
significativamente maiores desses marcadores, demonstrando que a suplementagéo profilatica foi
capaz de proteger o figado contra danos oxidativos.

De acordo com a literatura, varias evidéncias tém demonstrado que os compostos bioativos
da uva exercem efeitos hepatoprotetores, as vezes, por a¢do sinérgica. Ainda assim, o resveratrol,
que é o principal componente da uva tinta, é considerado o principal responsavel pelas acdes
antioxidantes que podem ser observadas nestas culturas (10). Entre os meios de acdo do
resveratrol estdo a supressdo da sintese de EROS pela inibigdo da deplecdo enzimética ou pela
quelacéo de oligoelementos envolvidos na produgédo de radicais livres, eliminacdo de EROS e
regulacéo ou protecdo da defesa antioxidante e ativagdo de fatores da via de defesa (9).

Também em 2019, Alba et al. (11) realizaram um delineamento experimental para avaliar
os efeitos da GPF na atividade antioxidante, varidveis bioquimicas, componentes do sistema
imunoldgico e producéo e qualidade do leite de ovelhas Lacaune sob estresse térmico. Os animais
receberam 0,8 kg/dia de um composto concentrado por 1 ou 2% da GPF, dividido em duas
administracOes ao dia. Os autores puderam demonstrar que a suplementacdo concentrada resultou
em uma resposta antioxidante elevada no soro das ovelhas. Além disso, os niveis séricos de uréia
e glicose foram reduzidos enquanto as concentracdes séricas de triglicerideos foram maiores nos
animais suplementados com 2% de GPF.

Este estudo pbde demonstrar que a administragdo experimental de GPF resultou no maior
controle do estresse oxidativo, aumento da eficiéncia produtiva e melhora na satde dos ovinos.
Nesse sentido, pode-se observar que o aumento das concentragfes séricas sustenta ainda mais a
regulacdo positiva da capacidade antioxidante do leite apds a administracdo da GPF, que esta
relacionada a antioxidantes, como quercetina, resveratrol e fendis que constituem a composicéo
quimica da uva. Além disso, 0s autores assumem que o aumento da eficiéncia produtiva apds a
inclusdo da GPF pode ser resultado do maior controle do estresse oxidativo e diminuicdo da
concentracdo de radicais livres. Além disso, hé a hipotese de que, como a suplementacéo de GPF
exerceu uma protecdo contra a peroxidacao lipidica do leite, poderia aumentar a vida Gtil do leite
e seus derivados (11).
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Recentemente, em 2021, Harikrishnan et al.(12) avaliaram os efeitos da inclusdo dietética
de GPF no crescimento, perfil antioxidante e anti-inflamatorio, imunidade inata-adaptativa e
expressdo de genes imunes em Labeo rohita contra Flavobacterium columnaris. Os animais
foram separados em quatro grupos diferentes que receberam 0, 100, 200 ou 300 mg/kg da GPF
suplementada na dieta basal. Apds o protocolo experimental de 60 dias, 0s autores puderam
observar que a dieta de inclusdo de 200 mg/kg de GPF exibiu os resultados mais significativos na
taxa de crescimento, status antioxidante e mecanismos de defesa imunoldgica do que outras
concentracdes da farinha. Nesse sentido, houve um aumento significativo de malondialdeido
(MDA), SOD, glutationa peroxidase (GPx), glutationa (GSH), atividade fagocitaria (PC),
explosdo respiratéria (RB), via alternativa do complemento (ACP), lisozima (Lyz), e
imunoglobulina M total (IgM) nos grupos com maior concentracdo do suplemento de uva. De
acordo com o presente trabalho, a GPF foi capaz de melhorar a via antioxidante enzimatica e ndo
enzimatica atraves do aumento de enzimas acompanhado de um equilibrio entre sintese e excluséo
de EROs.

Em 2019, Rivera et al.(13) lideraram um estudo experimental para investigar o impacto de
uma suplementacdo dietética de GPF em um modelo de cardiopatia isquémica letal. Nesse
sentido, machos e fémeas SR-B1 KO/ApoER61"" receberam 20% de acréscimo de uma dieta
aterogénica contendo alto teor de gordura, colesterol alto e &cido célico a dieta basal, 20% de
farinha de bagago de vinho tinto (RWPF) na dieta experimental ou 10% de fibra de aveia
acrescida a dieta aterogénica. Apos o protocolo experimental, os autores puderam observar que a
suplementagdo com RWPF apresentou melhora significativa na expectativa de vida dos animais
em comparagdo aos grupos que ndo receberam a farinha. Ao analisar a capacidade antioxidante
plasméatica da RWGP, os autores puderam observar que ela diminuiu os niveis de oxidagédo de
diidrorodamina (DHR) para os valores basais, enquanto que a dieta experimental exerceu um
aumento de mais de 100% neste parametro. Por fim, os autores avaliaram os disturbios cardiacos
causados pela administracdo de uma dieta aterogénica e os potenciais efeitos da suplementacéo
de RWGP. Nesse sentido, o grupo alimentado com farinha apresentou menor formacédo de placas
ateroscleroticas e areas coradas com Oil Red O no final do experimento e uma restauragdo
significativa da funco cardiaca sistolica no dia 14 para niveis normais.

Os achados elucidados por Rivera et al. 2019 (13) mostraram que mais do que aumentar a
vida util dos camundongos, o consumo de RWGP foi associado a uma reducao significativa nas
lesOes aterosclerdticas e na doenca isquémica do coracdo e exibiu um efeito antioxidante. Os
resultados encontrados pelo presente artigo indicam que o efeito da RWGP em uma diversidade
de alvos nédo esta relacionado apenas a presenca abundante de fibras, uma vez que o grupo
alimentado com fibra de aveia ndo demonstrou os mesmos efeitos que o alimentado com farinha,
mas foi provavelmente devido a componentes especificos da farinha RWGP.

Em 2015, Hernandez-Salinas et al. (14) realizaram um estudo para investigar se a
suplementacdo de bagaco de uva de vinho (WGP) pode prevenir os distirbios causados por um
modelo animal de sindrome metabolica induzido por dieta rica em frutose no metabolismo da
glicose e estresse oxidativo de ratos. Nesse sentido, os animais foram alimentados com dieta
controle, dieta controle mais 20% de WGP, dieta controle mais 50% de dieta rica em frutose ou
50% de dieta rica em frutose mais 20% de WGP. Os autores entdo mediram os niveis séricos de
glicose, insulina e triglicerideos, pressao arterial e peso corporal. Além disso, o indice de
avaliagdo do modelo de homeostase (HOMA\) foi calculado, o teste de tolerancia a glicose foi
realizado e o indice de estresse oxidativo foi medido no plasma e no rim. Ao final do protocolo
experimental os autores puderam observar que a suplementacdo de WGP foi capaz de prevenir o
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aumento dos niveis de TBARS no plasma e no tecido renal causado pela administracdo de uma
dieta rica em frutose. Além disso, também preveniu o aumento do indice HOMA, glicemia de
jejum e insulina plasméatica quando comparado ao grupo intervencdo nao tratado. Estudos
anteriores na literatura ja mostraram que os polifendis dietéticos podem atenuar a inflamacao
sistémica através da modulacéo das atividades dos principais fatores de transcricdo que regulam
as respostas celulares ao estresse oxidativo e inflamacao (15).

Estudos clinicos/observacionais em modelos humanos

Em 2015, Urquiaga et al. (16) projetaram um estudo prospectivo, randomizado e controlado
de grupos paralelos para avaliar o efeito da farinha de bagago de uva de vinho (WGPF) em
componentes da sindrome metabolica (SM) em humanos. Nesse sentido, foram recrutados
trabalhadores voluntérios do sexo masculino que consumiam regularmente uma dieta onivora e
apresentavam pelo menos um componente da SM. Apos a selecdo dos participantes do estudo,
eles foram aleatoriamente designados para grupo intervengéo ou controle. Ambos os grupos foram
orientados a manter seus habitos alimentares e habitos de vida regulares, com excecao do grupo
intervencdo que também foi orientado a consumir 20 g de WGPF/dia durante as 16 semanas do
estudo. A WGPF foi consumida em péo, biscoitos ou diluida em &gua. Os participantes passaram
por avaliagdes clinicas, nutricionais, antropomeétricas e laboratoriais no inicio e no final do estudo.
Nesse sentido, ao final do estudo, os autores puderam observar que o grupo controle apresentou
aumento estatisticamente significativo no indice de massa corporal, enquanto ndo foram
observadas diferengas significativas nas caracteristicas antropométricas do grupo intervencdo. O
consumo de WGPF resultou em uma diminuigdo significativa da pressdo arterial sistolica e
diastdlica, niveis de glicose em jejum e danos proteicos medidos através de grupos carbonila em
proteinas plasmaticas, enquanto y-tocoferol, &-tocoferol e a-tocoferol aumentaram
significativamente no grupo suplementado com WGPF.

Mais recentemente, em 2018, Urquiaga et al. (17) desenharam um ensaio longitudinal de
trés meses consistindo em dois periodos de tratamento de quatro semanas, separados por um
terceiro periodo de limpeza de quatro semanas. Foram recrutados trabalhadores voluntarios do
sexo masculino que consumiam regularmente uma dieta onivora e apresentavam pelo menos um
componente da SM e indice de massa corporal (IMC) entre 25,0 e 39,9 kg/m2. Os participantes
foram solicitados a manter seus habitos alimentares e estilo de vida regulares durante o estudo,
exceto pela ingestdo diaria de hamburgueres contendo 7g de WGPF durante as primeiras e Gltimas
quatro semanas do protocolo experimental. Os participantes tiveram avaliagdes clinicas,
nutricionais e antropomeétricas no inicio e no final do estudo. Apds as 16 semanas, 0s autores
puderam observar que o consumo do hambdrguer WGPF resultou em uma diminuicéo
significativa no valor da glicemia e do indice HOMA ao longo do periodo experimental e
permaneceu baixo durante o periodo de limpeza. De acordo com a insulina plasmética, pode-se
observar uma tendéncia de diminuicdo durante o periodo de consumo do WGPF-hamburguer, que
permaneceu baixa durante o periodo de limpeza. De acordo com os antioxidantes plasmaticos, o
periodo de consumo dos hambdrgueres WGPF resultou em um aumento da concentragdo de
vitamina C e diminuicdo dos niveis plasmaticos de acido Urico e capacidade de eliminacdo de
radicais 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH-). Além disso, o consumo de hamburgueres WGPF
exerceu uma diminuicdo significativa sobre os niveis de produtos de proteina de oxidacdo
avancada (AOPP) e lipoproteina de baixa densidade oxidada (oxLDL).

Em ambos os estudos, os autores puderam observar uma reducao nos niveis de glicemia de
jejum e, além do GPF ser rico em fibra dietética antioxidante, que é uma substancia conhecida
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que é resistente a digestdo por enzimas gastrointestinais humanas, ja existem evidéncias
relacionando seu consumo a uma melhora no metabolismo dos carboidratos. Todavia, 0
mecanismo associado a esses efeitos benéficos ainda ndo é conhecido e se hipotetiza que a fibra
alimentar atue em sinergismo com o contetdo fendlico dos GPFs (17). Além disso, pode-se
observar uma reducao estatisticamente significativa da pressao arterial apos a ingestdo de WGPF.
Dados anteriores da literatura associam o consumo de extratos de uva, ricos em acidos fendlicos,
flavonodides, antocianinas, estiloenos e lipidios, com efeitos anti-hipertensivos e,
consequentemente, cardioprotetores (18). Além disso, produtos antioxidantes associados a fibras
que sdo liberados pela fermentacdo colénica podem explicar a reducdo na pressdo arterial
observada apds a suplementacdo de WGPF (16).

De acordo com os resultados observados por Urquiaga et al. 2015 e 2018 (16,17), o
consumo de WGPF levou a um aumento das defesas antioxidantes e uma reducéo nos marcadores
de danos oxidativos e proteicos, 0 que reforca a capacidade antioxidante das uvas conforme
relatado anteriormente na literatura (18). Por fim, alguns dos participantes relataram efeitos
colaterais durante o protocolo experimental quando foram orientados a consumir WGPF como
aumento de gases intestinais, azia, regularizacdo do trénsito intestinal, fezes mais moles, aumento
do apetite, dispepsia e refluxo gastroesofagico (16). Embora o consumo de WGPF tenha
demonstrado efeitos benéficos em individuos humanos conforme descrito nos estudos anteriores
incluidos nesta revisdo, os autores destacam que houveram algumas limitagdes nesses estudos,
como: 0 baixo nlmero de participantes que conseguiram terminar o protocolo, o0 viés que pode
ter ocorrido devido ao escopo aberto dos protocolos, as diferencas de ingestdo caldrica e
composicao alimentar de cada participante que influenciam os resultados finais mencionados
acima (16,17), o que reforca a necessidade de desenvolver novos estudos que envolvam um maior
nimero de participantes e investigar diferentes caracteristicas, como diabetes e doencas
cardiovasculares no ambito humano, a fim de compreender melhor os efeitos potenciais da
suplementacgéo de GPFs.

Aplicaces da farinha de bagaco de uva na indlstria alimenticia

Em 2020, Palma et al. (5) realizaram uma avaliacdo sensorial de biscoitos salgados
fortificados com GPF nas porcentagens de 5 e 10%. Os participantes receberam cinco
formulacdes diferentes de biscoitos: farinha da variedade Arinto (5 e 10% incorporada & farinha
de trigo), farinha da variedade Touriga Nacional (5 e 10% incorporada a farinha de trigo) e a
mesma formulagdo, sem GPFs, foi usada como controle. Os atributos avaliados pelos voluntarios
foram: cor, aroma, sabor, textura e impressao global por meio de uma escala hedénica de 5 pontos.
Além disso, a intengdo de compra também foi parametrizada de acordo com uma escala de 5
pontos ¢ foi solicitado aos participantes que escolhessem de qual dos biscoitos “mais gostam” e
de qual “menos gostam”.

Ao final da avaliacdo sensorial, os autores puderam observar que o biscoito Arinto 10%
apresentou 0s maiores escores de cor, sabor, textura, apreciacdo global e intengdo de compra
guando comparado ao restante dos biscoitos, embora nenhum desses resultados seja
estatisticamente significativo. Adicionalmente, pdde-se observar que as formulagfes com as
menores concentragdes de GPFs foram as menos apreciadas pelos participantes (Arinto 5% e
Touriga 5%). Por fim, a questdo de escolha das bolachas mais e menos apreciada resultou num
maior numero de votos para a Touriga Nacional 10% como a bolacha “mais apreciada” e a
Touriga Nacional 5% como a “menos apreciada”.
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Da mesma forma, em 2021, Palma et al. (19) teve como objetivo avaliar a aceitabilidade
de biscoitos doces fortificados com farinhas de bagaco de Arinto ou Touriga Nacional, em maior
concentracdo e com maior abrangéncia de voluntérios do que o trabalho anterior. Os participantes
receberam cinco biscoitos diferentemente formulados: farinha da variedade Arinto nas
concentracdes de 15 e 20%, farinha da variedade Touriga Nacional nas concentracdes de 15 e
20% e biscoitos controle sem suplementacdo de GPFs. Os testes foram realizados em dois dias
diferentes e os participantes receberam um questionario para opinar sobre cor, sabor, textura,
aroma e impressao final geral, intencdo de compra e preferéncia de biscoito doce no qual os
participantes foram solicitados a classificar os biscoitos como “mais gostei”, “gostei mais ou
menos” e “menos gostei”.

Neste momento, os autores puderam observar que quanto a cor, sabor e intencao de compra
as maiores pontuacGes foram atribuidas ao biscoito controle. Enquanto isso, ambas as
formulacGes de farinha de Touriga Nacional apresentaram a menor pontuacao relacionada a cor e
15% de farinha de Touriga Nacional de sabor. Por outro lado, os biscoitos fortificados com 15%
de farinha de Touriga Nacional apresentaram as maiores pontuaces de textura e ambos 0s
biscoitos fortificados com 20% tiveram a pontuagdo mais baixa de sabor. De acordo com a
intencdo de compra, 0s maiores percentuais foram atribuidos as incorporagdes do Arinto GPF de
15 e 20% e os biscoitos com menor intengdo de compra foram os da formulagéo controle. Por
fim, as preferéncias de escolha demonstraram que o biscoito mais apreciado foi o controle, e entre
os biscoitos fortificados, as pontua¢fes mais altas foram da Touriga Nacional 15 e 20% seguida
do Arinto 20 e 15%.

Ortega-Heras et al. 2019 (20) elaborou um estudo para avaliar a adequagdo dos atributos
sensoriais, propriedades nutricionais, de cor e textura de muffins fortificados com GPF vermelha
e branca. Para isso, foram analisadas cinco formulagdes de muffins: um muffin controle composto
por 100% de farinha de trigo integral e muffins elaborados com 10 e 20% de GPF branca ou
vermelha (sem sementes). Para a anélise sensorial, 0s participantes receberam um biscoito de cada
formulacéo e foram solicitados a indicar o grau de preferéncia por meio de uma escala hedoénica
de nove pontos, variando de “desgostei extremamente” a “gostei extremamente”. Os atributos
avaliados foram cor da superficie, cor do miolo, dogura, dureza, esponjosidade e sabor, utilizando
uma escala bipolar de cinco pontos. Além disso, foram avaliadas a composigdo nutricional,
aumento de altura e perda de peso, analise do perfil de cor e textura dos muffins, de acordo com
cada metodologia proposta anteriormente. De acordo com a composi¢do nutricional dos muffins,
pode-se observar que os muffins fortificados com GPFs apresentaram maior teor de fibra e
gordura quando comparados aos muffins controle, enquanto os muffins controle apresentaram o
maior aumento de altura e os muffins fortificados 20% apresentaram 0s maiores escores de perda
de peso. Em relacéo aos parametros de cor e textura, os muffins elaborados com GPFs foram mais
escuros e firmes quando comparados ao muffin controle. Além disso, a adi¢do de GPFs resultou
em um aumento da mastigabilidade quando comparado aos muffins controle e uma diminuicéo
da resiliéncia & medida que a concentracdo de GPFs aumentou. Por fim, as concentracdes de 20%
de GPFs sofreram uma reducdo significativa da elasticidade dos muffins.

Apos a analise sensorial, os autores puderam observar que o muffin mais apreciado foi o
controle, seguido da formulacéo a 10% de GPFs vermelha e branca. As analises organolépticas
mostraram que os muffins reformulados tinham “muito mais” cor e sabor, principalmente na
formulacdo com 20% de uva tinta. De acordo com a percepcéo de dogura, pode-se observar que
as formulac¢des de uva branca apresentaram os maiores escores de percepcdo “muito menos”.
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Em 2014, Walker et al. (21) lideraram um estudo para avaliar os efeitos da fortificacdo de
produtos de panificagdo com 5, 10 ou 15% de farinhas de uva Pinot Noir ou Pinot Grigio. Nesse
sentido, as farinhas foram adicionadas ao pdo, muffins e brownies, os produtos finais foram entao
avaliados quanto ao teor de fendlicos totais, atividade sequestrante de radicais, teor de fibra
alimentar e propriedades fisico-quimicas e sensoriais. Para a avalia¢do sensorial, 0s participantes
receberam 2 amostras de cada produto de panificacdo e avaliaram quanto a preferéncia por
parametros estabelecidos em uma escala hedonica de 9 pontos. As andlises das propriedades
fisico-quimicas e dos compostos bioativos foram realizadas de acordo com a metodologia
estabelecida para cada parametro.

Ao final do experimento os autores puderam observar que a suplementacdo com WGPF
resultou em menor capacidade de retencdo de agua e maior capacidade de retencéo de solvente
de sacarose quando comparada a formulacéo controle, o que significa que WGP absorve menos
agua que a farinha de trigo e pode apresentar um pdo menor tamanho da extensibilidade diminuida
devido ao seu alto teor de fibra, respectivamente. De acordo com as propriedades fisico-quimicas
dos itens de panificacdo, a amostra de 20% de bagaco de uva de vinho branco (WWGP)
apresentou o maior teor de umidade, o que pode ser explicado pela maior concentracédo de agucar
no WWGP. Por outro lado, as amostras WWGP de 15 e 20% apresentaram menor atividade de
agua do que as demais formulagdes, o que provavelmente pode ser explicado, novamente, pela
capacidade dos agUcares de reter a dgua disponivel e diminuir o teor de agua disponivel para
participar das reacfes quimicas. De acordo com as amostras de brownie, 0 RWGP 25%
apresentou um teor de umidade significativamente maior quando comparado a formulagdo
controle, enquanto a atividade de agua foi a menor para as amostras de 15 e 25% RWGP.

Em relacdo a cor, os produtos de panificacdo formulados com WGP tornaram-se mais
escuros a medida que a porcentagem de farinha aumentava, sendo 0 RWGP uma coloragao roxo
escuro a vermelho e 0 WWGP uma coloracdo marrom amarelada que pdde ser observada nos
produtos de panificacdo. Além disso, todos os muffins e paes fortificados com WGP apresentaram
menor volume de pdo e um aumento na mastigabilidade e firmeza quando comparados a
formulagdo controle, enquanto os muffins controle apresentaram uma elasticidade
significativamente maior do que todas as outras amostras fortificadas com WGP.

Em relagcdo a composicdo bioativa, pode-se observar que o teor de fendlicos totais e a
atividade sequestrante de radicais dos pdes aumentaram a medida que o percentual de WGP
aumentou. Para os muffins, o teor de fendlicos totais seguiu a mesma tendéncia que o aumento
de WGP foi apresentado, exceto que as amostras WWGP apresentaram valores de eliminacdo de
radicais significativamente menores quando comparadas as amostras RWGP. Da mesma forma,
a atividade de eliminagdo de radicais de brownies sé foi significativamente maior em amostras
fortificadas com 10 e 25% de RWGP. Quanto ao teor de fibra alimentar, houve uma tendéncia de
aumento a medida que o percentual de GPFs aumentou também.

Por fim, a aceitacdo do consumidor do produto de panificacdo fortificado por RWGP
demonstrou que os paes de 5 e 10% apresentaram menor classificacdo para sensacdo na boca, 0
que sugere que essas amostras ficaram um pouco secas, como esperado apos a atividade de dgua
e retencdo. Em relagdo as amostras de muffins, a formulacdo de 5% apresentou a cor mais
aceitavel, pois os 10% apresentaram escores significativamente maiores e 0 controle menor,
indicando que essas amostras eram muito escuras e claras, respectivamente. Quanto a
classificagdo de preferéncia pelo aroma, os muffins 5% RWGP apresentaram as maiores
pontuacgdes das amostras fortificadas, enquanto o mais apreciado foi o controle. Para os brownies,
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a amostra menos apreciada para preferéncia de textura foi o 20% RWGP, que segundo 0s
provadores, apresentou grande granulometria do bagaco, o que interferiu neste atributo.

Em 2019, Cilli et al. (22) lideraram um estudo com 0 objetivo de investigar o potencial
antioxidante do GPF em um hamburguer de salméo congelado. Nesse sentido, voluntarios foram
recrutados para participar de uma avaliacdo sensorial na qual receberam aproximadamente 10 g
de trés hambdrgueres diferentemente formulados: o controle negativo, e 1 ou 2% de
suplementacdo de GPF em hamburgueres de peixe que foram avaliados através de sua cor, odor,
sabor, textura, aparéncia e qualidade geral, usando uma escala hed6nica verbal de 9 pontos. Os
participantes também foram convidados a dar sua opinido sobre a inten¢do de compra usando uma
escala de 5 pontos. Os pesquisadores também analisaram o contetido de TBARS e a citotoxicidade
in vitro do GPF por meio de metodologia previamente estabelecida. De acordo com a
citotoxicidade, o GPF apresentou boa citocompatibilidade quando exposto a ceélulas de
fibroblastos de camundongo, exercendo efeitos citotdxicos apenas a 800 mg de GPF/ml, o que
significa que as formulacgdes de 1 e 2% de hambdrgueres sdo seguras, pois representam 100 e 200
mg de GPF/ml, respectivamente. A composi¢do centesimal dos hamburgueres mostrou que a
adicao de GPF melhorou o teor de fibra alimentar e a escurecimento quando comparado a amostra
controle. Quanto a avaliacdo sensorial dos hamburgueres de salméo, 0s pesquisadores puderam
observar que a suplementagdo de GPF foi menos apreciada pela aparéncia, cor e qualidade geral
em comparagdo ao controle negativo. Em geral, a formulacdo de hamburguer 1% GPF foi mais
aceita pelos consumidores e apresentou maior intengdo de compra quando comparada as amostras
2%. Por fim, os autores puderam observar que a suplementacdo de GPF em hamburgueres
resultou em diminuicdo do teor de TBARS durante o armazenamento sem comprometer
negativamente as caracteristicas nutricionais ou microbiolégicas.

Com base nos resultados apresentados pelos estudos mencionados anteriormente, pode-se
observar que diferentes concentracdes de GPFs em diferentes produtos de panificagdo (salgados
e doces) e hamburguer demonstraram uma preferéncia heterogénea pelas amostras controle ou
fortificadas e cada porcentagem da farinha. Em geral, a adicdo de GPFs interfere nas
caracteristicas organolépticas como a cor, em que o produto final tende a ser mais escuro a medida
gue a percentagem de farinha aumenta e a apresentar uma caracteristica semelhante a casta da
uva, o que faz com que adquira uma coloragao purpura a cor vermelha quando fortificada com
RWGP e uma cor amarela a marrom quando adicionadas as farinhas WWGP. A capacidade do
GPF de influenciar na cor dos produtos representa um atributo benéfico, pois, segundo a literatura,
0s consumidores tendem a associar 0s produtos mais escuros aos mais saudaveis, sendo estes a
escolha preferencial na busca por um alimento funcional (21). Além disso, 0 GPF apresentou
maior teor de fibra alimentar quando comparado as formulagdes controle investigadas nos estudos
citados anteriormente, se ampliando, também, conforme o percentual de GPF aumentou. De
acordo com a literatura, a ingestdo de fibras alimentares esta associada a diminuigdo do risco de
doencas cardiovasculares (23) e outras doencas cronicas, além de uma associagdo com menor
peso corporal, o que representa beneficios para a satde (24).

Além disso, as analises de composicdo quimica demonstraram que os GPFs sdo ricos em
polifendis e compostos bioativos, pois suas concentragdes foram geralmente superiores as
encontradas nas formulacdes controle. Quanto aos produtos finais, a composicdo fenélica tende a
aumentar a medida que a porcentagem de GPF aumenta. Outra caracteristica dos produtos de
panificacdo fortificados é a dureza e a mastigabilidade, as quais 0s participantes indicaram que
essas amostras apresentavam textura mais seca, o que pode ser explicado pela menor atividade de
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agua e retencdo de agua das farinhas, o que resulta em hidratagdo incompleta da farinha e pode
atribuem sua textura mais dura (21).

Por fim, os autores puderam observar que algumas vezes, no entanto, um produto de
panificacéo fortificado apresentou pontuag¢BGes mais baixas do que as amostras controle ao analisar
caracteristicas isoladas como cor e textura, as mesmas amostras poderiam atingir valores mais
altos de intencdo de compra ou preferéncia. De acordo com a literatura, poderia ser explicado
pelo fato de os consumidores nem sempre responderem a questdes “gostei e desgostei” da mesma
forma que as especificas devido a influéncia emocional (5,19). Nesse sentido, enfatiza-se a
necessidade de avaliar a mesma formulagdo com métodos diferentes e a demanda por novos
estudos investigando diferentes concentracdes e preparacdes utilizando GPF e uma maior
abrangéncia dos voluntérios para melhor compreender as preferéncias gerais para a introdugdo do
seu consumo como alimento funcional.

Concluséao

GPF é uma importante fonte de compostos bioativos com atividades promotoras de salde
como antioxidante, cardioprotetora e anti-hiperglicémica. Evidéncias recentes estdo
demonstrando que esse subproduto pode ter um efeito importante na otimizagdo dos beneficios a
salide e na minimizacgdo de possiveis marcadores negativos de satde. Além disso, a incorporagdo
de GPF, rica em fibras, em diferentes receitas resulta em maior valor nutricional e propriedades
sensoriais do produto final. Embora existam estudos pré-clinicos e clinicos observando que alguns
mecanismos desempenhados por sua composicdo quimica podem atuar como cardio e
neuroprotetores, mais investigacfes sobre os alvos e vias pelas quais os efeitos da GPF podem
atuar para melhorar a sadde e a qualidade nutricional dos alimentos sdo necessarios para entender
melhor sua interagdo molecular em pardmetros bioquimicos sistémicos, vida de prateleira e
caracteristicas sensoriais de alimentos.
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Tables

Table 1. Detailed description of each preclinical study included in this review. (n=6)

Identification

Location

Sample

Duration
in weeks

Intervention

Control

Main results

Charradi et al.,
2017

Souza et al,
2019

Albaetal., 2019

Tunisia

Brazil

Brazil

18 male and female obese-
induzed Wistar rats

Juvenile grass carps were
divided into six groups
(A-F, n = 6 per group, in
triplicate. Groups D to F
were experimentally
infected via intramuscular
route with 100uL of P.
aeruginosa strain

Twenty-seven
multiparous
sheep

lactating

8 weeks

10 weeks

2 weeks

The animals were
fed with a HFD or
HFD + GSSF (5%)

Groups B and E
received a diet
containing 150 mg
of GPF/kg of feed,
while groups C and
F received a diet
containing 300 mg
of GPF/kg of feed,
twice a day

Supply of 1% or 2%
of GRF in the
concentrate.  Each
animal received 0.8
kg/d of concentrate,
divided into 2 daily
feeding

The animals were
fed with a standard
diet

Groups A and D
received the basal
diet (without GPF
supplementation),

Control
concentrates
without GRF

GSSF prevented superoxide anion and hydroxyl radical
increase through high fat diet effect, abrogates LDL-
accumulation on brain and plasma of male rats, corrected
lipoperoxidation, protein carbonylation and NPSH decrease in
male till control levels. The flour administration also abrogates
the decrease on GPx and SOD activity. also abrogates the
disturbances caused by the HFD in transition metals and
associated enzymes, intracellular mediators and associated
enzymes, peripheral adipokines and lipid brain deposition

300 mg/kg GPF supplementation prevented the increase in
hepatic ROS, NOx, and TBARS levels, and reduced the
increase in hepatic SOD activity and prevented the increase in
CAT activity. Also, the 300 mg/kg GPF supplementation
prevented the increase in hepatic ACAP levels observed in
infected fish

Sheep in the GRF treatment groups were more efficient in milk
production than the control ones. Protein and fat on milk
concentration were greater in the 2% GRF at the 15" day of
experiment. The somatic cell count was decreased in sheep on
GREF diets. Lipid peroxidation concentrations were reduced in
milk and serum of the GRF groups, while total antioxidant
capacity was greater. The flour did also stimulate antioxidant
enzymes activity and serum markers such as glucose and
triglycerides were greater on the 2% GRF group. Total protein
and globulin concentrations were decreased on the 2% GRF




Harikrishnan et

al., 2021

Rivera et
2019

Hernandez-
Salinas et
2015

al.,

al.,

Thailand

Chile

Chile

600 healthy rohu, L. rohita
fish infected or not with
Flavobacterium
columnaris

60 SR-B1
KO/ApoER61"" male and
female mice submited to a
diet-induced model of
occlusive atherosclerosis
by the administration of a
HFC-atherogenic diet

29 male Sprague-Dawley
rats submited to a diet-
induced model of
metabolic syndrome
beyond the administration
of a high fructose diet

8 weeks

1 or
weeks

16 weeks

2

Fishes were fed with
100, 200 or 300
mg/kg! of GPF
diets, twice a day,
and received or not a
administration of
Flavobacterium
columnaris

A high fat diet was
supplemented  with
20% of red wine
pomace flour or 10%
chow/10% oat fibre

Control plus 20 % of
wine grape pomace
flour, 50% fructose
plus 20 % of wine
GPF

Animals were fed
with  normal fish
basal diet without
GPF. The positive
and negative
controls were
injected with 50ul
of phosphate buffer
saline or 50ul of F.
columnaris
intramuscularly
(im.) at 1.2 x 10”7
CFU ml!,
respectively
Animals were fed
with the high fat diet
supplemented with
20% of chow

Animals  received
the control diet or
high fructose diet
(without the
addition of GPF)

Challenged or unchallenged 200 and 300 mg GPF diets
resulted in significantly incensement on MDA, GST, SOD,
GPx RB and ACP, IgM activity. The Lyz, -2M, CC3 and IgM
expression were higher on 200 and 300mg treated groups. The
MRNA transcripts level of SOD was significantly higher in the
unchallenged fish fed with 200 mg diet when compared with
challenged ones fed with the same diet. The GPx mRNA
transcripts were higher in the normal fish treated with 200 mg
diet as compared with other groups fed with 200 or 300 mg
GPF diets. Nrf2 and NKEF-f were also significantly higher in
both groups fed with 200 and 300 mg GPF diets. Expressions
of TLR22 and hepcidin mRNA increased significantly in the
unchallenged and challenged fish fed with 200 and 300 mg
GPF diets

RWGP supplementation showed a significant improvement on
mice lifespan, prevented the increase of TNF-a and IL-10
levels and enlarged spleens after 7 days of administration.
Additionally, the decrease in plasma antioxidant activity
induced by the atherogenic diet was fully prevented by dietary
supplementation of RWGP for 14 days as shown by a
significant decrease of DHR oxidation to baseline levels.
Moreover, after 14 days, it could be observed a reduction on
the formation of atherosclerotic plaques on the aortic arch and
its branches on RWGP supplemented mice compared to the
HFC-control group. Finally, could be observed a significant
restoration of systolic heart function at day 14 to normal levels
on RWGP-fed mice compared with HFC-Control

WGP reduced the increase in
glucose, triglycerides and insulin levels in plasma observed
after the administration of high fructose diet. Additionally,
WGP supplementation prevented the increase of the area under
curve of the glucose tolerance test, insulin concentration and
HOMA-IR index caused by the experimental diet. Also, WGP
prevented the increase of TBARS levels on plasma and
kidneys and the decrease of mSOD levels on the kidney.




GPF: grape pomace flour ; GRF: grape residue flour; GSSF: grape seed and skin flour; WGP: wine grape pomace; SOD: superoxide dismutase; GPx: glutathione
peroxidase; LDL: low density lipoprotein; ROS: reactive oxygen species; NOXx: nitric oxide; TBARS: thiobarbituric acid reactive substances; mRNA: micro MDA:
malondialdehyde; RB: respiratory burst; ACP: alternative pathway complement; IgM: total immunoglobulin M; Lyz: lysozyme; TLR22: toll-like receptor-22; CC3:
Complement C3; Nrf2: nuclear factor erythroid 2-related factor 2; NKEF-p: natural Killer-cell enhancing factor B; housekeeping gene (B-actin); HFC: high fat, high

cholesterol, and cholic acid-containing



Table 2. Detailed description of each observational study included in this review. (n=2)

Identification Location  Sample Age Duration in  Intervention Control Main results
weeks
Urquiaga et al., 2015 Chile 38 male volunter workers From 30 to 16 weeks 20g of WGPF Maintained their The daily 20g consumption of WGPF
who regularly consumed 65 years consumed in bread, regular eating habits decreased systolic, diastolic and high blood
an  omnivorous  diet biscuits or as flour and lifestyles during pressure and fasting glucose levels
having at least one of the mixed with water the 16-weeks period significantly. Overall, WGPF significantly
five  components  of during lunch, daily reduced the average number of metabolic
metabolic syndrome syndrome components present per subject
from 1.84 + 1.62/participant to
1.48 £ 1.29/participant. Vitamin C, y-
tocopherol and a-tocopherol increased
significantly after the WGPF consumption,
while DPPH levels decreased from the
baseline to the end of the study. Protein
damage measured as carbonyl groups in
plasma proteins decreased significantly in
WGPF group by the end of the study.
Urquiaga et al., 2018 Chile 27 male  volunteer From 25 to Two treatment 1 burguer of 100g Identical beef burgers The glycemia and HOMA index decreased
workers who regularly 65 years periods of 4 formulated with 7% (100g) made with the significantly during the experimental period

consumed an omnivorous
diet, each with at least
one component  of
metabolic syndrome and
a body mass index
between 25.0 and 39.9
kg/m2.

weeks, separated
by a third four-
week wash-out
period

of WGPF prepared
from a cabernet
sauvignon
winemaking
byproduct, daily

same raw beef, daily
during the washing
period

and remained low throughout the washout
period. During the period of WGPF
consumption, vitamin C plasma levels
increased significantly, and uric acid,
DPPH and AOPP concentration were
decreased. The oxLDL levels diminished
significantly after the WGPF during the
course of the experiment, even after the
control-burger period

AOPP: advanced oxidation protein products; DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl;

oxLDL: oxidized low-density lipoprotein; WGPF: wine grape pomace flour



Table 3. Detailed description of each sensorial study included in this review. (n=5)

Intervention

Main results

Identification Location Sample Age Study design
Palmaetal., 2020  Portugal 53 untrained From 14 to  Sensory
individuals  (male 83 years evaluation by
and female), mainly applying a
students and hedonic test
researchers who
voluntarily agreed to
participate on this
test
Palmaetal., 2021 Portugal 149 untrained From 18 to  Sensory test
individuals of both 88 years
sexes randomly
recruited at the
university campus on
the testing days
Ortega-Heras et Spain 104 untrained From 18 to Sensory
al., 2019 judges, habitual 55 years evaluations
consumers (who
consumes muffins at
least once every
week)
Walker et al, United Graduate  students From 18 to Sensory
2014 States and staff 30 years evaluation,
in the Department of physicochemic
Food Science & al, bioactive,
Technology and  sensory

properties

Participants  received  four
different formulations with the
incorporation of grape pomace
flour to evaluate: cracker with
5% or 10% incorporation of
Arinto variety flour and cracker
with 5% or 10% incorporation
of Touriga variety flour

Participants  received  five
different formulations of sweet
cookies with the incorporation
of GPF to evaluate: cracker
with 15% and 20%
incorporation of Arinto or
Touriga variety flour

and a control preparation

Participants  received  five
different  formulations  of
muffins: a control muffin with
100% of whole-wheat flour,and
muffins with 10 and 20% of,
white or red GPF, replacing the
part corresponding to whole-
wheat flour with the product

For the sensory evaluation, the
participants received 2 samples
of RWGP and WWGP
substituted wheat flour at
concentration of 5%, 10%, and
15% for bread, 10%, 15%,
20%, and 25% RWGP for

The most appreciated crackers by the sensory evaluation
characteristics were 10% Arinto, with the higher scores
of colour, aroma, flavor and texture. The second most
appreciated cracker were 10% Touriga. The “least liked”
cracker was the 5% Touriga and the “most liked” were
10% Touriga

Regarding color, the lowest scores were obtained for the
two different incorporations of Touriga variety flour, and
the lowest flavor score was obtained for the 15% Touriga
incorporation cookie. Both 20% of GPF formulation
cookied were described as the least favorite flavor. The
15% Touriga incorporation cookie was the most
accepted texture

All muffins prepared with grape by-produts presented
higher content of fibre and fat than the control one. Also,
the muffins elaborated with the grape pomace products
were darker than the control muffins, showing lower
lightness values, both in the crust and in the crumb. the
muffins with 10% of WP or RP had higher liking scores
than those with 20% incorporation

According to the total phenolic content, the radical
scavenging activity and the dietary fibre content the
highest values were observed in 15% fortified samples
with RWGP of baked breads and muffins. For the
brownies, the highest levels of radical scavenging
activity were observed on 10% RWGP fortified
brownies and the dietary fibre on the 25% fortified ones.




Cillietal., 2019

Brazil

110 untrained
individuals recruited
from the staff at the
Federal University of
Séo Paulo

From 18 to
56 years

Sensory
evaluation,
microbiologica
| proprieties, in
vitro
cytotoxicity
and
characterizatio
n of GPF

brownies, and 5%, 10%, and
15% RWGP or 10%, 15%, and
20% WWGP for muffins.

Physicochemical properties and
bioactive compounds analyses
were performed according to
the literature to each parameter

Participants received
approximately 10g of three
different  formulations  of
salmon burger: a control
negative and the addition of 1 or
2% of GPF. Microbiological
proprieties, in vitro cytotoxicity
and characterization of GPF
were performed according to
each methodology

Sensory evaluation concluded that there is no difference
in overall liking of 5% and 10% RWGP breads and
muffins or 15% and 20% WGP brownies compared to
the controls

Fortified burgers presented higher dietary fibre content
when compared to the control samples. In addition, GPF
demonstrated to be secure for human consumption as it
only presented cytotoxic effects on mouse fibroblasts at
800 mg/ml, whereas the formulation of the burgers
presented 100 or 200 mg/ml of GPF. According to the
sensory evaluation, the 1% GPF formulated salmon
burger has the highest acceptability when compared to
the 2% samples, but both has lower scores when
compared to the control burgers. According to the
TBARS content on burgers, the researchers found out
that the GPF exerted a decrease of it after frozen storage.

RWGP: Pinot Noir wine grape pomace; WWGP: Pinot Grigio wine grape pomace
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Tabelas

Tabela 1. Descri¢ao detalhada de cada estudo pré-clinico incluido nesta revisdo. (n=6)

Identificacdo Localizagdo Amostra Duragéo Intervencéo Controle Resultados principais
em
semanas
Charradi et al.,, Tunisia 18 ratos Wistar machos e 8 semanas Os animais foram Os animais foram O GSSF preveniu o aumento do anion superéxido e do radical
2017 fémeas  induzidos a alimentados  com alimentados com hidroxila através do efeito da dieta hiperlipidica, anulou o
obesidade obesos HFD ou HFD + uma dieta padrdo acimulo de LDL no cérebro e plasma de ratos machos,
GSSF (5%) corrigiu a lipoperoxidagdo, a carbonilagdo de proteinas e a
diminui¢do do NPSH nos machos até os niveis de controle. A
administracdo de farinha também anulou a diminuicdo da
atividade de GPx e SOD, os disttrbios causados pela HFD em
metais de transicddo e enzimas associadas, mediadores
intracelulares e enzimas associadas, adipocinas periféricas e
deposicao cerebral de lipidios
Souza et al, Brasil As carpas juvenis foram 10 Os grupos B e E Os grupos A e D A suplementacdo de 300 mg/kg de GPF preveniu o aumento
2019 divididas em seis grupos semanas receberam dieta receberam a dieta dos niveis hepaticos de ROS, NOx e TBARS, e reduziu o
(A-F, n =6 por grupo, em contendo 150 mg de  basal (sem aumento da atividade hepéatica de SOD e preveniu 0 aumento
triplicata). Os grupos D a GPF/kg de racdo, suplementagdo de da atividade de CAT. Além disso, a suplementagdo de 300
F  foram infectados enguanto os grupos GPF), mg/kg de GPF evitou o aumento dos niveis hepaticos de
experimentalmente  por C e F receberam ACAP observados em peixes infectados
via intramuscular com 100 dieta contendo 300
ne de cepa de mg de GPF/kg de
Pseudomonas aeruginosa racdo, duas vezes ao As ovelhas dos grupos de tratamento GRF foram mais
dia eficientes na produgdo de leite do que as controle. A
concentracdo de proteina e gordura no leite foi maior no GRF
Albaetal., 2019 Brasil Vinte e sete ovelhas 2semanas Fornecimentode 1% Concentrados sem 2% no 15° dia de experimento. A contagem de células

multiparas em lactagéo

ou 2% de GRF no
concentrado. Cada
animal recebeu 0,8
kg/d de concentrado,
dividido em 2
alimentacdes diarias

GRF

somaticas foi diminuida em ovelhas em dietas GRF. As
concentragdes de peroxidacdo lipidica foram reduzidas no leite
e soro dos grupos GRF, enquanto a capacidade antioxidante
total foi maior. A farinha também estimulou a atividade de
enzimas antioxidantes e marcadores séricos como glicose e
triglicerideos, sendo maiores no grupo GRF 2%. As




Harikrishnan
al., 2021

Rivera et
2019

et

al.,

Tailandia

Chile

600 peixes rohu, L. rohita 8 semanas

saudaveis, infectados ou
nao com Flavobacterium
columnaris

60 SR-B1
KO/ApoER61""
camundongos machos e
fémeas submetidos a um
modelo de aterosclerose
oclusiva induzida por
dieta pela administracéo
de uma dieta aterogénica
HFC

1 ou
semanas

2

Os peixes foram
alimentados com
dietas

suplementadas por
100, 200 ou 300
mg/kg™! de GPF,
duas vezes ao dia, e
receberam ou ndo
administracdo de F.
columnaris

Uma dieta rica em
gordura foi
suplementada com
20% de farinha de
bagaco de vinho
tinto ou 10% de
racdo/10% de fibra
de aveia

Os animais foram
alimentados  com
dieta basal de peixe
normal sem GPF.
Os controles
positivo e negativo
foram injetados
com 50ul de
solucéo salina
tampédo fosfato ou
50ul de F.
columnaris por via
intramuscular a 1,2
x1077UFC/ml™,

respectivamente

Os animais foram
alimentados com a
dieta hiperlipidica
suplementada com
20% de ragdo

concentracOes de proteina total e globulina foram diminuidas
no GRF 2%

Dietas suplementadas por 200 e 300 mg de GPF desafiadas ou
ndo desafiadas pela infeccdo bacteriana experimental
resultaram em aumento significativo na atividade de MDA,
GST, SOD, GPx RB e ACP, IgM. A expressdo de Lyz, B -2M,
CC3 e IgM foi maior nos grupos tratados com 200 e 300mg.
O nivel de transcritos de mMRNA de SOD foi
significativamente maior nos peixes ndo desafiados
alimentados com 200 mg de GPF quando comparados com 0s
desafiados alimentados com a mesma dieta. Os transcritos de
MRNA de GPx foram maiores nos peixes normais tratados
com dieta de 200 mg em compara¢do com outros grupos
alimentados com dietas de 200 ou 300 mg de GPF. Nrf2 e
NKEF- g também foram significativamente maiores em ambos
0s grupos alimentados com dietas de 200 e 300 mg de GPF.
Expressdes de mRNA de TLR22 e hepcidina aumentaram
significativamente nos peixes ndo desafiados e desafiados
alimentados com dietas de 200 e 300 mg de GPF.

A suplementagdo de RWGP mostrou uma melhora
significativa na expectativa de vida dos camundongos,
preveniu o aumento dos niveis de TNF-o e IL-10 e aumentou
0s bacgos apds 7 dias de administracdo. Além disso, a
diminuicdo da atividade antioxidante do plasma
induzida pela dieta aterogénica foi totalmente prevenida pela
suplementacdo dietética de RWGP por 14 dias, como
mostrado por uma diminuicdo significativa da oxidagdo de
DHR para os niveis basais. Além disso, ap6s 14 dias, pode-se
observar uma redu¢do na formacéao de placas ateroscleroticas
no arco aortico e suas ramificagdes nos camundongos
suplementados com RWGP em comparacdo ao grupo HFC-
controle. Finalmente, pode ser observada uma restauracdo
significativa da funcéo cardiaca sistélica no dia 14 para niveis
normais em camundongos alimentados com RWGP em
comparacdo com HFC-Control




Hernandez- Chile 29 ratos Sprague-Dawley
Salinas et al., machos submetidos a um

2015

modelo de sindrome
metabolica induzido pela
administracdo de uma
dieta rica em frutose

16
semanas

Controle mais 20%
de WGP, 50% de
frutose mais 20% de
WGP

Os animais
receberam a dieta
controle ou dieta
rica em frutose (sem
adicdo de WGP)

WGP reduziu 0 aumento  dos  niveis de
glicose, triglicerideos e insulina no plasma observado ap6s a
administracdo de dieta rica em frutose. Além disso, a
suplementacdo de WGP evitou 0 aumento da area sob a curva
do teste de tolerancia a glicose, concentragdo de insulina e
indice HOMA-IR causados pela dieta experimental. Por fim o
WGP preveniu o aumento dos niveis de TBARS no plasma e
nos rins e a diminuicao dos niveis de mSOD no rim.

GPF: farinha de bagaco de uva; GRF: farinha de bagaco de uva; GSSF: farinha de semente e casca de uva; WGP: bagaco de uva para vinho; SOD: super6xido dismutase;
GPx: glutationa peroxidase; LDL.: lipoproteina de baixa densidade; ROS: espécies reativas de oxigénio; NOx: 6xido nitrico; TBARS: substancias reativas ao acido
tiobarbiturico; mMRNA: microMDA: malondialdeido; RB: explosao respiratoria; ACP: complemento de via alternativa; IgM: imunoglobulina M total; Lyz: lisozima;
TLR22: receptor-22 tipo toll; CC3: Complemento C3; Nrf2: fator nuclear eritroide 2 relacionado ao fator 2; NKEF - B : fator B de aumento de células assassinas naturais ;
gene de manutencéo ( B -actina); HFC: alto teor de gordura, colesterol alto e &cido colico



Tabela 2. Descricéo detalhada de cada estudo observacional incluido nesta reviséo. (n=2)

Identificacdo Localizacdo Amostra Idade Duracéo em Intervencéo Controle Resultados principais
semanas

Urquiaga et al., 2015 Chile 38 trabalhadores De 30 a 65 16 semanas 20g de WGPF Manteve seus habitos O consumo didrio de 20g de WGPF
voluntarios do sexo anos consumida no pdo, alimentares e estilos diminuiu significativamente a pressao
masculino que biscoitos ou de vida regulares arterial sistolica e diastolica altas e os
consumiam regularmente misturada com 4gua durante o periodo de niveis de glicemia de jejum. No geral, a
uma dieta onivora com durante o almoco, 16 semanas WGPF reduziu significativamente o
pelo menos um dos cinco diariamente nimero médio de componentes da
componentes da sindrome  metabd6lica presentes  por
sindrome metabdlica individuo de 1,84 + 1,62/participante para

1,48 + 1,29/participante. Vitamina C, y-
tocoferol e o-tocoferol aumentaram
significativamente apds o consumo de
WGPF, enquanto os niveis de DPPH
diminuiram desde o comeco até o final do
estudo. O dano proteico medido como
grupos carbonila nas proteinas plasméticas
diminuiu significativamente no grupo
WGPF ao o final do estudo.

Urquiaga et al., 2018 Chile 27 trabalhadores De 25 a 65 Dois periodos 1 hambirguer de Hambdrgueres de A glicemia e o indice HOMA diminuiram
voluntarios do sexo anos de tratamento de  100g formulado carne idénticos significativamente durante o periodo
masculino que 4 semanas, com 7% de WGPF (100g) feitos com a experimental e permaneceram baixos
consumiam regularmente separados por elaborado a partir mesma carne crua, durante todo o periodo de limpeza. Durante
uma dieta onivora, cada um terceiro de um subproduto diariamente durante o o periodo de consumo de WGPF, os niveis
um com pelo menos um periodo de da vinificagdo de periodo de limpeza plasméaticos de vitamina C aumentaram
componente da sindrome limpeza de cabernet sauvignon, significativamente e as concentragdes de

metabdlica e indice de
massa corporal entre 25,0
e 39,9 kg/m2.

guatro semanas

diariamente

&cido Urico, DPPH e AOPP diminuiram. Os
niveis de oxLDL diminuiram
significativamente apds o consumo de
WGPF durante o experimento, mesmo apds
0 periodo de consumo do hambirguer
controle

AOPP: produtos de proteina de oxidagdo avancada; DPPH: 2,2-difenil-1- picrilhidrazil; oxLDL : lipoproteina de baixa densidade oxidada; WGPF: farinha de bagago de uva

para vinho



Tabela 3. Descricdo detalhada de cada estudo sensorial incluido nesta revisdo. (n=5)

Identificacdo

Localizacdo

Amostra

Idade
estudo

Design de

Intervencéo

Resultados principais

Palma et al., 2020  Portugal

Palma et al., 2021

Ortega-Heras

al., 2019

Walker
2014

et

et

al.,

Portugal

Espanha

Estados
Unidos

53 individuos nao
treinados (homens e

mulheres),
principalmente
estudantes e
pesquisadores  que
concordaram

voluntariamente em
participar deste teste

149 individuos ndo
treinados de ambos
0S Sexos recrutados
aleatoriamente  no
campus universitario
nos dias de teste

104  juizes ndo
treinados,
consumidores
habituais de muffins
(pelo menos uma vez

por semana)

Alunos de graduacédo
e funcionérios
do Departamento de

De 14 a Avaliacdo

83 anos sensorial através
da aplicacdo de
um teste

hedoénico

De 18 a Avaliacdo
88 anos

hedoénico

De 18 a AvaliacOes
55 anos sensoriais

De 18 a Avaliacdo
30 anos sensorial,
propriedades

sensorial através
da aplicacdo de
um teste

Os participantes receberam
quatro formulacBes diferentes
com incorporacdo GPF para
avaliar: bolacha com 5% ou
10% de incorporacéo de farinha
da variedade Arinto e bolacha
com 5% ou 10% de
incorporagdo de farinha da
variedade Touriga

Os participantes receberam
cinco formulac@es diferentes de
biscoitos doces com
incorporagdo de GPF para
avaliar: biscoito com 15% e
20% de incorporacéo de farinha
das variedades Arinto ou
Touriga e uma preparacdo de
controle

Os participantes receberam
cinco formulac@es diferentes de
muffins: muffin controle com
100% de farinha de trigo
integral e muffins com 10 e
20% de GPF branca ou
vermelha, substituindo a parte
correspondente a farinha de
trigo integral pelo produto

Para a avaliacdo sensorial, 0s
participantes  receberam 2
amostras substituindo a farinha

As bolachas mais apreciadas pelas caracteristicas de
avaliacéo sensorial foram 10% Arinto, com as maiores
pontuacBes de cor, aroma, sabor e textura. A segunda
bolacha mais apreciada foi a Touriga 10%. A bolacha
“menos apreciada” foi a Touriga 5% e a “mais
apreciada” foi a Touriga 10%

Em relacéo & cor, as menores notas foram obtidas pelas
duas diferentes incorpora¢es de farinha da variedade
Touriga, e a menor nota de sabor foi obtida para o
biscoito com 15% de incorporagdo de Touriga. Ambos
as formulac6es com 20% de GPF foram descritos como
0 sabor menos preferido. O biscoito com 15% de
incorporacdo de Touriga foi a textura mais aceita

Todos os muffins elaborados com subprodutos de uva
apresentaram maior teor de fibra e gordura do que o
controle. Além disso, os muffins elaborados com os
produtos de bagaco de uva foram mais escuros que 0s
muffins controle, apresentando menores valores de
luminosidade, tanto na crosta quanto no miolo. Os
muffins com 10% de GPF branca ou tinta tiveram
pontuacGes de preferéncia mais altas do que aqueles com
20% de incorporagéo

De acordo com o teor de fendlicos totais, a atividade
sequestrante de radicais e o teor de fibra alimentar, os
maiores valores foram observados nas amostras




Cilli et al., 2019

Brasil

Ciéncia e Tecnologia
de Alimentos

110 individuos ndo
treinados recrutados
no quadro de
funcionarios da
Universidade

Federal de S&o Paulo

fisico-quimicas,

bioativas
sensoriais

De 18 a Avaliacdo
56 anos sensorial,
propriedades

e

microbioldgicas,
citotoxicidade in

vitro
caracterizagdo
de GPF

e

de trigo por RWGP ou WWGP
na concentracdo de 5%, 10% e
15% para péo, 10%, 15%, 20%
e 25% RWGP para brownies e
5%, 10% e 15% RWGP ou
10%, 15% e 20% WWGP para
muffins. As analises das
propriedades fisico-quimicas e
dos compostos bioativos foram
realizadas de acordo com a
literatura para cada parametro

Os participantes receberam
aproximadamente 10g de trés
diferentes  formulacbes de
hamburguer de salmdo: um
controle negativo e a adi¢cdo de
1 ou 2% de GPF. As
propriedades microbioldgicas,
citotoxicidade in vitro e
caracterizacdo do GPF foram
realizadas de acordo com cada
metodologia

fortificadas com 15% com RWGP de paes e muffins.
Para os brownies, os maiores niveis de atividade de
eliminagdo de radicais foram observados nos brownies
fortificados com 10% RWGP e a fibra alimentar nos
fortificados com 25%. A avaliacdo sensorial concluiu
que ndo ha diferenca na preferéncia geral de pées e
muffins 5% e 10% RWGP ou brownies 15% e 20%
WGP em comparagao com os controles

Os hamburgueres fortificados apresentaram maior teor
de fibra alimentar quando comparados as amostras
controle. Além disso, 0 GPF mostrou-se seguro para
consumo humano, pois apresentou efeitos citotdxicos
em fibroblastos de camundongos apenas a 800 mg/ml,
enquanto a formulacdo dos hamburgueres apresentou
100 ou 200 mg/ml de GPF. De acordo com a avalia¢do
sensorial, 0 hambdrguer de salmdo formulado com 1%
GPF tem a maior aceitabilidade quando comparado as
amostras de 2%, mas ambos apresentam pontuagdes
inferiores quando comparados aos hamburgueres
controle. De acordo com o teor de TBARS nos
hamburgueres, os pesquisadores descobriram que o GPF
exerceu uma diminuicdo dele ap6s o armazenamento
congelado.

RWGP: Bagaco de uva para vinho Pinot Noir; WWGP: Bagaco de uva de vinho Pinot Grigio
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Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) is characterized by hyperglycemia, increasing the risk
of cardiovascular diseases and oxidative imbalances. This study investigated the impact
of 'Arinto' GPF (WGPF) and '"Touriga Nacional' GPF (RGPF) dietary supplementation in
animal model of T2DM induced through high-fat diet (HFD) plus moderate streptozotocin
(STZ) dose. Their effects on anthropometric, biochemical, oxidative, and histological
parameters were assessed. Experimental T2DM induction resulted in metabolic
disturbances, evident in the oral glucose tolerance test (OGTT), area under the curve,
and serum glucose levels. Polyuria, increased body weight, elevated serum triglycerides
(TG), total cholesterol (TC), and TyG index was observed. Oxidative stress parameters
showed increased levels of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) and nitrites,
along with decreased superoxide dismutase (SOD) activity in the liver. The pancreas
exhibited acinar cell vacuolation and vessel congestion. Conversely, WGPF and RGPF
treatments mitigated glycemic and lipid disturbances, reduced uric acid, creatinine,
alanine aminotransferase (ALT), and aspartate aminotransferase (AST) levels. These
treatments also protected against elevated TBARS in the liver and preserved pancreatic
beta islets from cytotoxicity associated with insulin resistance. These findings suggest
that WGPF and RGPF offer a promising approach to mitigate T2DM's deleterious effects,
supporting health-focused therapeutic and dietary strategies.

Keywords: type 2 diabetes mellitus, grape pomace flour, arinto, touriga nacional,
functional food, waste management

1. Introduction
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Type 2 Diabetes Mellitus (T2DM) is a multifactorial chronic and metabolic disease
that has increased in prevalence worldwide. The IDF Diabetes Atlas (2021)
reports an estimated prevalence of almost 11% adults, aged 20 to 79 years. In
the context of T2DM, impaired insulin secretion by pancreatic 3-cells dysfunction
and insulin resistance due to signaling failure play significant roles (Singh et al.,
2022; Zhou et al., 2022). Notably, there is a substantial decline in glucose
tolerance in individuals with T2DM, which is accompanied by a reduction in
pancreatic B-cell mass (WHO, 2019). In addition, hyperglycemia, dyslipidemia,
oxidative stress and inflammation are involved in the pathogenesis of T2DM
(Grabez et al., 2022; Singh et al., 2022). The development of T2DM has a
multifactorial origin, triggered by genetic liability and/or environmental factors,
and behavioral changes (Khutami et al., 2022; Ahmad et al., 2022).

Given the multitude of factors contributing to the pathophysiology of T2DM and
its association with harmful micro and macrovascular outcomes, it is crucial to
explore alternative treatments for the prevention and management of this
condition (Zhou et al., 2022). In recent years, notable reviews have highlighted
the phytochemical and pharmacological effects of natural products, owing
bioactive compounds with antioxidant, anti-obesogenic, anti-inflammatory, anti-
aging, anti-hyperlipidemic properties in the context of T2DM (Devalajara et al.,
2011; Xu et al., 2018; Averilla et al., 2019; Gomez-Brandon et al., 2019; Pivari et
al., 2019; Antonic et al., 2020; Blahova et al., 2021; Vivo-Barrachina et al, 2022).

Grape (Vitis vinifera L. Vitaceae) is one of the most widely cultivated and
popularly consumed fruit crops worldwide. According to the International
Organization of Vine and Wine (OIV), the annual worldwide production of fresh
grapes in 2019 reached approximately 85 million tons, with a significant portion
of this harvest allocated for winemaking purposes (OIV, 2019). The winemaking
industry, a significant global agro-industrial sector, generate a variety of industrial
by-products and waste, thereby highlighting the importance of careful
management to mitigate ecological impact (Averilla et al., 2019). In this context,
grape pomace, composed of stalks, skin, grape pulp cells and seeds, stands as
the primary solid organic waste generated by winery industries and represents
approximately 25% of grape mass (Beres et al., 2017; Frum et al., 2022). This
by-product could be a valuable resource to be recycled, as it has been
investigated as potential source of antioxidant phytochemicals due to its phenolic
compounds with antioxidant properties and dietary fiber (Urquiaga et al., 2015;
Niwano et al., 2017). Additionally, incorporation of GPF in baked products, such
as crackers with increase in its nutritional properties (Marcos et al., 2023).

In the light of contemporary environmental concerns and the growing desire for
natural compounds offering health advantages, the conversion of grape pomace
into a secure and usable format, with the goal of achieving full utilization and eco-
friendly waste management, serves as a catalyst for the exploration of pragmatic
solutions (Averilla et al., 2019). In this sense, grape pomace flour (GPF) can be
obtained through the drying and milling of pomace (Rivera et al., 2019; Palma et
al. 2020 and 2021). Due to its chemical composition and substantial
biotechnological potential, GPF has recently been employed in studies that have
demonstrated its anti-hyperglycemic, antioxidant, anti-inflammatory, and anti-
atherosclerotic properties in both humans and animal models of metabolic
syndrome (Hernandez-Salinas et al., 2015; Urquiaga et al., 2015 and 2018; Lanzi
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et al., 2016), obesity (Charradi et al., 2017), and atherosclerosis (Rivera et al.,
2019).

Vitis vinifera ‘Touriga Nacional’ and Vitis vinifera ‘Arinto’ are red and white grape
cultivars, respectively, extensively cultivated in the European Union (Cabrita et
al., 2006). Notably, the GPF from these varieties has received favorable sensory
evaluations when incorporated as ingredients in bakery products (Palma et al.,
2020 and 2021; Marcos et al., 2023). In this sense, the aim of the present study
was to investigate whether the administration of GPF from two varieties (“Arinto”
and “Touriga Nacional”) could prevent rats fed with a high-fat diet (HFD) and
administered streptozotocin (STZ) against metabolic, biochemical, histological
and oxidative alterations observed in an experimental model of T2DM.

2. Materials and methods

2.1. Grape pomace flours (GPF)
GP, a waste product from wine production, was obtained from a single production
lot of red grapes from the variety ‘Touriga Nacional’ and white grapes from the
variety ‘Arinto’ (Reguengos de Monsaraz, Alentejo region, Portugal) from Adega
Cooperativa Carmim. After receipt, the samples were dried with an air circulation
mechanism (J.P. Selecta, Barcelona, Spain) for 24 hours at 60°C, ground in a
domestic blade crusher (Moulinex, Alencon, France) to obtain GPF with particle
size fraction <400 ym. The samples were packed in 1-kilo propylene bags

properly sealed and stored at 25 °C £ 2 °C for 4 weeks in a light-free place until
use.

2.2. Diets

High fat diet (HFD) was prepared according to Oliveira et al. (2022) with some
modifications and were provided ad libitum to the animals throughout the
experimental period. All powdered ingredients were blended in a food processor
(Mondial, Conceicao do Jacuipe, Brazil). Subsequently, oil, lard, and water were
added and processed until a homogeneous mixture was obtained. Finally, the
dough was shaped into pellets and placed in an oven (Solab, Presidente
Prudente, Brazil) at 60°C for 24 hours. The diets with the addition of WGPF and
RGPF received a 10% increment of these flours and were chosen according to
Kim et al. (2014), which were added to the mixture and homogenized in the
processor until a homogeneous mixture was obtained. This mixture was then
molded into pellets and subjected to the oven at 60°C for 24 hours. The
normolipidic control diet offered was Socil® brand Autoclavable Rat and Mouse
Feed, available at the Central Animal Facility of the Federal University of Pelotas.
According to the manufacturer, it has the following percentages: moisture: 12.5,
crude protein: 23, ether extract: 4, ash: 9, crude fiber: 5, calcium - min (g/kg): 12,
calcium - max (g/kg): 13, and phosphorus - min (g/kg): 8.5. Centesimal
composition of the experimental diets is descripted on Table 1.

2.3. Animals
Forty adult male Wistar rats (90 days old, 403 + 34g) were supplied by the Central
Animal House of the Federal University of Pelotas, Pelotas, RS, Brazil. The
animals were kept a temperature-controlled environment (22 £ 1°C), under the
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12h light/dark cycle, free access to water and maintained in appropriate boxes,
with a maximum of 4 animals per box. All animal experiments were carried out in
accordance with the National Institutes of Health guide for the care and use of
Laboratory animals (NIH Publications No. 8023, revised 1978). All of the
procedures were approved by the Institutional Ethics Committee on the Use of
Animals (CEUA 033578/2022-14).

2.4. Experimental design

Rats were randomly divided into five groups: control diet/vehicle (CT), high-fat
diet/vehicle (T2DM), HFD/Metformine (250mg/kg) (T2DM+Met), HFD
supplemented with 10% of WGPF (T2DM+WGPF), or a high-fat diet
supplemented with 10% RGPF (T2DM+RGPF) during 4 weeks. At day 21, T2DM
groups received a single intraperitoneal (i.p.) injection of streptozotocin (STZ) (35
mg/kg) dissolved in 0.01 M sodium citrate solution (Srinivasan et al., 2005; Singh
et al., 2017). Body weight was recorded weekly and food and water intake were
recorded daily.

2.5.Sample collection
After the 28-day experimental period and after 6h of fasting, the animals were
euthanized. The blood was collected and centrifugated at 800g for 15 minutes
and resulting serum was stored at -80°C for further biochemical assays. Liver was
dissected and stored for further determination of oxidative stress parameters. The
adipose tissue and pancreas were dissected and weighted, pancreas was stores
for further histopathological assay.

2.6. Serum biochemical parameters

Measurements of serum glucose (mg/dL), total cholesterol (TC) (mg/dL),
triacylglycerol (TAG) (mg/dL), cholesterol-HDL (mg/dL), urea (mg/dL), uric acid
(mg/dL), creatinine (mg/dL), protein (mg/dL) levels and alanine aminotransferase
(ALT) (U/L) and aspartate aminotransferase (AST) (U/L) activities were
determined using commercially available diagnostic kits supplied by Labtest ®
(Labtest, MG, Brazil). The fasting Triacylglycerol-glucose (TyG) index were
calculated using the formula: [Triacylglycerol (mg/dL) x Glucose (mg/dL)/2]
according to Zhao et al. (2022).

2.7. Oxidative stress
Liver samples were homogenized in a sodium phosphate buffer, pH 7.4,
containing KCI. Subsequently, the homogenates were centrifugated at x rpom for
10 min at 4°C and the resulting supernatant was utilized for the assessment of
oxidative stress. Protein concentration was determined by the methodologies
established by Lowry et al. (1951) or Bradford (1976).
Reactive oxygen species (ROS)
Quantification of ROS production was determined by assessing the oxidation of
2'7'-dichlorofluorescein  diacetate = (DCFH-DA) into fluorescent 2',7'-
dichlorofluorescein (DCF), as described by Ali et al. (1992). This parameter is
reported as umol of DCF per mg of protein.
Thiobarbituric acid-reactive species (TBARS)
TBARS, indicative of lipid peroxidation, were determined following the protocol
delineated by Ohkawa et al. (1979) and reported as nmol TBARS/mg of protein.
Total sulfhydryl content (SH) assay
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The SH content assay was conducted through the reduction of 5, 5'-dithiobis-(2-
nitrobenzoate) (DTNB) by thiols, leading to the formation of oxidized disulfides
(disulfide production), generating a yellow derivative (TNB), in accordance with
the method outlined by Aksenov and Markesbery 2001. Results are reported as
nmol of TNB per mg of protein.

Nitrite assay

The nitrite level was determined employing 1% sulfanilamide and 0.3% N-1-
naphthylethylenediamine dihydrochloride as reagents within the Griess reaction,
following the protocol detailed by Stuehr and Nathan (1989). Results are
expressed as UM of nitrite per mg of protein.

Superoxide Dismutase (SOD) activity

This quantification of SOD activity was based on the inhibition of superoxide-
dependent adrenaline auto-oxidation, as described by Misra and Fridovich
(1972). The specific activity of SOD is reported as units per mg of protein.
Catalase (CAT) activity

CAT activity was measured by monitoring the depletion of H202 over a 90-
second interval, according to the method of Aebi (1984). The results are reported
as units per mg of protein.

2.8. Oral Glucose Tolerance Test (OGTT)

After 72 hours of STZ administration and a 6-hour fasting period, the oral glucose
tolerance test (OGTT) was performed on all animals. This test involved
monitoring blood glucose levels using a glucometer (AccuChek Guide, Roche
Diagnostics®, USA) at 0, 30, 60, and 120 minutes after intragastric administration
of a 50% D-glucose solution (2mg/g). Venous blood samples were obtained
through a small tail puncture in the animals (Jiao et al., 2017; Cardoso et al.,
2023).

2.9. Histopathology
Pancreas samples were collected, weighted fixed in 10% (pH 7.4) formaldehyde,
processed by successive dehydrations with ethanol baths and embedded into
paraffin blocks. Five micrometer thick sections (in duplicate) were cut, stained
with haematoxylin-eosin (HE) and examined under light microscope.

2.10. Statistical analyses
Statistical analysis were performed using the software GraphPad Prism 8.0®.
(GraphPad Software, San Diego, CA, U.S.A.). Glucose tolerance was analyzed
by repeated-measures ANOVA and Bonferroni’s post hoc test. Parametric
variables were tested by one-way ANOVA and Bonferroni post hoc test.
Measured values were expressed as means £ S.E.M and a value of P<0.05 was
considered to represent a significant difference in the analysis.

3. Results
3.1 Oral Glucose Tolerance Test (OGTT)

To evaluate the glucose tolerance, all animals were subjected to the OGTT 72h
after the STZ injection. As shown in Figure 1A, the co-administration of HFD
alongside intraperitoneal injection of STZ exhibited a pronounced elevation in
baseline glycemia within all diabetic cohorts (P<0.001), as compared to the
control (CT) group. By contrast, the administration of Metformin demonstrated a
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protective effect against the surge in serum glucose concentration in the
T2DM+Met group, relative to the T2DM group (P<0.01). At time points 30, 60,
and 120 minutes following the oral glucose overload (2g/kg), a significant surge
in glycemia was observed in the T2DM, T2DM+Met, WGPF, and RGPF groups in
comparison to the CT group (P<0.001). Notably, these interventions failed to
ameliorate this effect. Furthermore, it was evident that the Met-treated group
displayed a reduction in glucose levels in contrast to the T2DM group at 30, 60,
and 120 minutes (P<0.001, P<0.001, and P<0.01, respectively).

To confirm the significance of the observed changes, the Area Under the Curve
(AUC) during the 120 min of OGTT was calculated for the five experimental
groups. As illustrated in Figure 1B, the OGTT-AUC was significantly increased in
the T2DM group when compared to the baseline and treatments, revealing the
glucose intolerance exhibited by the T2DM group and the protection against this
intolerance by Met, WGPF or RGPF treatment.

3.2 Metabolic and serum biochemical parameters

Table 2 presents data regarding feed consumption and water intake, and weight
gain of the animals over the four-week experimental period. Within this context,
it is noteworthy that the average feed consumption in grams during the pre-STZ
or saline phase was significantly lower in the T2DM+Met (P<0.001) and
T2DM+RGPF (P<0.001) groups when compared to the CT group while the
T2DM+WGPF group exhibited higher feed consumption relative to the T2DM
group (P<0.05). However, after the intraperitoneal administration of STZ or saline,
a notable decrease in food consumption, measured in grams, was observed in
the T2DM+Met, WGPF, and RGPF groups compared to the CT group (P<0.01).
Furthermore, the average water intake in milliliters was lower in the T2DM+Met
(P<0.001) and T2DM+RGPF (P<0.05) groups compared to the CT group. By
contrast, a significant increase was observed after the STZ injection in the T2DM
(P<0.001), T2DM+WGPF (P<0.05), and T2DM+RGPF (P<0.05) groups relative
to the control group, while a significant reduction in water consumption was
evident in the T2DM+Met group when compared to the T2DM group (P<0.05).
Regarding the weight gain during the pre-STZ or saline phase, it was possible to
observe that it was greater in the T2DM and T2DM+WGPF groups relative to the
CT group (P<0.05). Meanwhile, no significant differences were observed within
the experimental groups after the STZ injection (P>0.05). These results are
descripted in Figure 2 where the weight gain curve shows that the initial weight
of the T2DM+Met group (P<0.01) was significantly higher than the CT group.
Additionally, it was possible to observe a growing and significative higher body
weight of T2DM, T2DM+Met and T2DM+WGPF when compared to the CT group
on the first (P<0,05, P<0,05 e P<0,01, respectively), second (P<0,05, P<0,01 e
P<0,001, respectively) and third (P<0,05, P<0,05 e P<0,001, respectively) weeks
of the experimental protocol. Furthermore, it is possible to observe the weight
loss after the STZ injection at the end of the protocol of all diabetic groups,
whereas no significant differences on the total weight gain could be observed
(P>0.05). In terms of relative weight of the pancreas, no significant differences
were discernible among any of the experimental groups at the end of the
experiment (P>0.05). Nevertheless, the results pertaining to the relative weight
gain of visceral adipose tissue exhibited a noteworthy increase in this parameter
within the T2DM+WGPF group in comparison to the CT group (P<0.05).
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Figure 3 (A-D) presents the results regarding the serum biochemical profile, in
which is possible to observe significant changes in the T2DM group compared to
the CT group with respect to blood glucose (P<0.001), TG (P<0.001) and
cholesterol (P<0.01) levels. In contrast, when compared to the T2DM group, the
groups that received Met, WGPF or RGPF had lower blood glucose (P<0.05,
P<0.001 and P<0.01, respectively) and TG (P<0.001). In addition, it was possible
to observe higher cholesterol levels on the T2DM when compared to the CT group
(P<0.01) and elevated HDL-levels on the T2DM+RGPF when compared to the
control (P<0.05).

The TyG index was higher as a result of the combination HFD and STZ injection
on all diabetic groups (T2DM, P<0,001, T2DM+Met, P<0,05, T2DM+WGPF,
P<0,001 and T2DM+RGPF, P<0,001) when compared to the CT. On the other
hand, treatment with Met, WGPF and RGPF decreased this index with respect to
the T2DM group (P<0,001, P<0,05 and P<0,05, respectively) (Figure 4).

Table 3 shows the results relative to serum levels of hepatic and renal damage.
In regard to the uric acid levels, it is possible to observe a significant reduction in
T2DM+Met (P<0.01), T2DM+WGPF (P<0.05) and T2DM+RGPF (P<0.01) when
compared to the CT group. In respect to the activity of the transaminase’s
enzymes, it was possible to observe a significant reduction of AST activity in the
T2DM+WGPF group when compared to the CT and T2DM (P<0.01) and a
significant increase in ALT activity on T2DM when compared to CT group
(P<0.05), however the treatments with WGPF (P<0.001) and RGPF (P<0.01)
were capable of significantly mitigate these alterations. Furthermore, it was
possible to observe significant changes in creatinine levels on the T2DM non-
treated when compared to the CT (P<0.05). Finally, according to serum levels of
urea and protein there was no significant changes (P>0.05).

3.3 Oxidative stress parameters in liver

The liver oxidative stress parameters are listed in Table 4. Firstly, it was possible
to observe that the coadministration of HFD + moderate STZ-dose injection was
capable of increasing total thiolic content in T2DM, T2DM+Met, T2DM+WGPF
and T2DM+RGPF groups (P<0.001) compared to the CT group. By contrast, the
groups that received WGPF (P<0.001) and RGPF (P<0.01) had lower levels of
TBARS when compared to the T2DM group (P<0.05). In regard to ROS levels,
no significant difference was noted between the groups (P>0.05). Nitrite levels
were increased in all diabetic groups, whereas the treatments were not capable
of preventing it (P<0.001). When evaluating the activity of the antioxidant
enzymes CAT and SOD, we observed that there was no significant difference
between the groups (P>0.05). In contrast, it was possible to observe a significant
reduction on SOD activity on T2DM (P<0.001), T2DM+Met (P<0.001),
T2DM+WGPF (P<0.001) and T2DM+RGPF (P<0.01) when compared to the CT.

3.4 Histopathological analyses of the pancreas

Figure 5 displays the results of the histological analysis of the pancreas. In this
regard, the pancreatic tissue of the CT group exhibited a typical organization in
lobes and lobules, intact acinar cells, and easily visualized and structurally
characteristic islets (Figure 5A-C). On the other hand, T2DM group showed
changes in the typical structure of Langerhans islets, increased intercellular
spaces, the presence of vacuoles in certain acinar cells, and vascular congestion
(Figure 5D-F). Meanwhile, the pancreas of animals in the T2DM+Met (Figure 5G-
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[) did not show important cellular changes. Similarly, the pancreatic structure
assessed through histological analysis of the T2DM+WGPF group, exhibited an
intact structure and characteristics similar to the CT group, although swollen
acinar cells with vacuoles and congested vessels could be observed (Figure 5J-
L). Finally, in the histological analysis of the pancreas in the T2DM+RGPF group,
some congested vessels and acinar cells with swollen vacuoles were observed.
The pancreatic islets exhibited an intact structure and were more numerous
compared to the CT group, although some of them displayed spaces (Figure 5M-
0).

4. Discussion

The most cultivated grape species for winemaking is Vitis vinifera (Beres et al.,
2017). Since the 1990s, moderate consumption of grapes and wine, has been
associated with a reduction in mortality rates and the incidence of cardiovascular
disease (Renauld and Lorgeril, 1992). This phenomenon, known as the “French
Paradox”, links the cardioprotective effects of grape consumption and its
byproducts to their ability to prevent platelet aggregation and modify serum lipid
profiles due to the action of phenolic compounds (Mufioz-Bernal et al., 2021).
Since then, wine consumption has been on the rise worldwide, and as a result,
there has been an increase in the production of by-products in the wine industry,
drawing attention due to its significant economic and environmental impact
(Gémez-Brandon et al., 2019).

Grape pomace, the primary by-product of wine production, comprises
approximately 70% of the grape's phenolic compounds that remain in the pomace
after the wine extraction process (Beres et al.,, 2017). These compounds have
piqued significant scientific interest due to their antioxidant, cardioprotective, and
potential hypoglycemic effects (Mufioz-Bernal et al., 2018; Chedea et al., 2022;
Taladrid et al., 2023). In this sense, a practical alternative is to convert the
pomace into GPF (Ferreira and Santos, 2022). According to the literature, the
main bioactive compounds found in grape pomace include polyphenols,
anthocyanins, resveratrol, flavonols, catechins and proanthocyanidins (Correia
and Jordao, 2015; Moreira et al., 2018; Averilla et al., 2019).

In a global public health context, T2DM emerges as a serious concern, with
projections continually exceeding expectations in each new screening, resulting
in a significant annual financial impact (DSDB, 2022). The current study was
designed to investigate the effects of treatment with GPF derived from the grape
cultivars ‘Arinto’ (WGPF) and ‘Touriga Nacional’ (RGPF) on metabolic, serum
biochemical, oxidative and histological parameters in rats induced to an
experimental model of T2DM by the co-administration of HFD administration, and
subsequently a low-dose STZ injection. We found that consumption of WGPF
and RGPF, used in this study, significantly influenced the markers of oxidative
stress in the liver, lipid and glycemic profile and pancreatic structure in T2DM
Wistar rats.

In the regard of the anthropometric parameters investigated in the present study,
a significant reduction in feed intake was observed in all T2DM groups after
intraperitoneal STZ injection on the 21st day, leading to the significant loss of body
weight. The treatments with WGPF or RGPF were not able to prevent these
effects. These results align with previous findings by Correia-Santos et al. (2012),
who demonstrated in an experimental T2DM model a reduction in food intake in
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female Wistar rats fed HFD or a control diet after intraperitoneal STZ injection,
along with polyuria and significant weight loss due to the hyperglycemia induced
by the experimental model. In this regard, these results are consistent with
literature findings observed by Kobayashi et al. (2017), where the reduction in
food intake in mice subjected to T2DM by STZ injection in the early days is
attributed to immediate adverse effects, which may include nausea and diarrhea.
On the other hand, these disruptions can be alleviated in the days following STZ
injection, as observed by Giribabu et al. (2017), where the consumption of grape
seed extract at different concentrations mitigated weight loss in STZ-induced
diabetic rats during a 28-day follow-up after induction.

Dysregulation of carbohydrate, lipid, and protein metabolism are central
pathological features of T2DM. These factors lead to severe consequences,
including long-term dysfunctions in physiological functioning of untreated patients
experiencing chronic hyperglycemia (Alfheeaid et al, 2023). Previous
observations have suggested the key role of dietary polyphenols and fiber in the
improvement of lipid and glycemic profiles (Amiot et al., 2016; Kim et al., 2016;
Peixoto et al., 2018). Corroborating with the findings of the present study,
Rodriguez Lanzi et al. 2016 reported that the administration of grape pomace was
effective in reducing TG concentrations in an animal model of Metabolic
Syndrome induced by a high-fat and fructose diet. Furthermore, Ferri et al. 2015
observed the cholesterol-lowering activity of grape pomace on significantly
induction of transcriptional activity of cholesterol 7ahydroxylase (cyp7a1), the
rate-limiting enzyme in bile acid formation, which is a key step in maintaining
intracellular cholesterol homeostasis. Moreover, the potential anti-hyperlipidemic
effect of grape pomace may be attributed to a synergistic action of bioactive
compounds and dietary fiber. The soluble fiber in grape pomace has the capacity
to inhibit lipid emulsification, consequently affecting triglyceride hydrolysis
(Taladrid et al., 2023). Simultaneously, the antioxidant phenolic compounds
present in grape pomace may contribute to the modulation of cholesterol
absorption. This effect can be attributed to GPF's ability to disrupt cholesterol
micelles, decreasing their solubility and availability. This process facilitates
cholesterol excretion through the modulation of bile salts (Rahbar,
Mahmoudabadia and Islam, 2015; Rivera et al., 2019).

One of the pharmacological mechanisms of some antidiabetic synthetic drugs is
the inhibition of digestive enzymes, such as a-amylase and a-glucosidase, for
modulating post prandial hyperglycemia (Cisneros-Yupanqui et al., 2023).
However, it causes undesirable side-effects such as gastrointestinal discomfort
and lactic acidosis, corresponding to a loss of nutrient absorption (Wang et al.,
2020). In this sense, studies have demonstrated the role of grape pomace in
inhibiting these pharmacological targets without the associated adverse effects.
Sun et al. 2016 could isolate a specific a-glucosidase inhibitor, 6-O-D-glycosides
from ‘Tinta Cao’ grape pomace. Additionally, Kato-Schwartz et al. 2020 suggested
that the phenolic compounds catechin, quercetin-3-O-glucuronide, peonidin-3-O-
acetylglucoside, and isorhamnetin-3-O-glucoside were the potential polyphenols
responsible for a-amylase inhibition observed in the Merlot grape pomace. In this
regard, Kadough et al. 2016 observed greater enzymatic inhibition with higher
phenolic content. Altogether, these findings suggest the potential of grape
pomace in diabetes control and prevention. In our study, the hypoglycemic effects
of WGPF and RGPF was observed in total AUC OGTT values. According to the

127



literature, the postprandial hypoglycemic effects of grape by-products depend on
the administered dose and the concurrent diet (Urquiaga et al., 2018) as for the
duration of the experimental period (Martinez-Maqueda et al., 2018).

Accordingly, the TyG index serves as a reliable marker of insuline resistance as
it demonstrates agreement with the hyperinsulinemic euglycemic clamp method,
a gold standard for diagnosing this condition (Tao et al., 2022; Zhao et al., 2022).
Moreover, the TyG index reflects both glycemic status and cardiovascular health
(Selvi et al., 2021), being strongly associated with cardiovascular complications
in T2DM patients (Grabez et al., 2022). The data presented in our study are
consistent with the indication of increased cardiovascular risk in T2DM, while
treatments with Met, WGPF, or RGPF demonstrated potential protective effects.
These results align with the findings of De Morais et al (2021), who demonstrated
an increase in the TyG index associated with elevated TG and glucose
concentrations in rats fed a concentrated sucrose solution and treated with
pterostilbene, a resveratrol analog. Additionally, Alarcon et al. (2017) observed
an elevated TyG index and C-reactive protein in metabolically obese but normal-
weight rabbits fed with an HFD. They emphasize the role of an inappropriate diet,
particularly one high in lipids and/or carbohydrates, in increasing cardiovascular
risk, even in individuals with a healthy weight.

Oxidative stress represents one of the main mechanisms in the development of
insulin resistance and associated complications in T2DM as it involves
pathophysiological alterations at molecular level and disrupts metabolic pathways
(Yaribeygi et al., 2020). Previous observations have demonstrated the
association of oxidative stress and liver dysfunction, leading to structural
changes, disturbance in the biosynthesis of endogenous molecules and
physiological maintenance of the organism (Mossa et al. 2015). In this regard,
the body can rely on both endogenous (enzymatic and non-enzymatic) and
exogenous (through dietary intake) antioxidant. In the present study, a significant
increase in total thiol content was observed in all T2DM groups, and these
increases were not reversed by the treatments. Such effect may be attributed to
the innate adaptive response of the body to the higher antioxidant demand
induced by the oxidative stress observed in T2DM. Similarly, Buchner et al.
(2014), observed hepatoprotective effects against dysfunctions caused by the
administration of a HFD in Wistar rats treated with a chronic administration of
both conventional (Vitis labrusca) and organic grapes.

Moreover, the experimental induction of T2DM leads to elevated lipid peroxidation
and nitrite levels in the liver, what could be related to impaired antioxidant enzyme
activity, particularly a reduction in SOD activity. In this sense, treatment with
WGPF and RGPF, partially mitigated these effects, suggesting a moderate
protective role. This aligns with previous studies on the potential hepatoprotective
effects of grape-derived compounds (Schmatz et al., 2012; Quatrin et al., 2018;
Samadi-Noshahr et al., 2020). Nonetheless, oxidative stress in T2DM remains a
complex issue, and further research is needed to fully understand the underlying
mechanisms and the potential of grape pomace by-products as therapeutic
agents.

Pancreatic B-cell dysfunction, induced by injurious factors, is one of the primary
contributors to diabetes pathogenesis. In this context, STZ, a glicosamine-
nitrosourea compound, is significantly toxic to mammalian pancreatic B-cells. Its
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toxic action is not limited solely to pancreatic cells but can also affect other
tissues, such as the liver (Duan et al., 2022). Therefore, when combined with the
metabolic effects of a HFD consumption, the administration of a low single dose
of STZ (35 mg/kg) reproduces a widely used experimental model of T2DM in the
literature (Srinivasan et al. 2005; Singh et al., 2017; Cardoso et al., 2023). This
model induces dysfunction in pancreatic cell function, resulting in structural cell
alterations, vacuole formation, and vessel congestion (Deeds et al., 2011; Duan
et al., 2022), which are consistent with the results observed in the present study.
On the other hand, treatment with Met, WGPF or RGPF proved to be effective in
protecting pancreatic tissue against these changes.

5. Conclusion
Altogether, our findings demonstrate that treatment with WGPF or RGPF
improves some components of T2DM, as glycemic, lipidic and histological
alterations. Moreover, the phenolic and dietetic fiber present in GPF diminished
oxidative lipidic damage, contributing to a better handling of liver oxidative stress.
These findings contribute to a better understanding of the effects of grape by
products on T2DM signals, and may provide new perspectives for future studies.
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Ash (%) 3,83+0,21 3,53+0,01 3,07+0,45*
Lipidis (%) 15,95+0,07 14,91+0,52 14,79+2,83
Protein (%) 10,93+0,25  10,04+0,04* 10,87+0,01
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Total carbohydrates (%0) 56,25 58,99 55,78
Caloric value (Kcal) 82,5 82,1 79,9%*
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Means of three repetitions + standard deviation estimate. *** represents P < 0.001, ** represents
P < 0.01, and * represents P < 0.05 when compared to the HFD formulation. *Calculated as the
difference between the sum of moisture, ash, lipids, and proteins, subtracted from 100. ** Energy
value corresponding to a 20g portion. HFD, high-fat diet; WGPF, white grape pomace flour;

RGPF, red grape pomace flour; ND, not detected.
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Table 2: Effect of the administration of a high-fat diet and STZ, and treatment with Met and WGPF or RGPF on food consumption,

water intake, total weight gain, relative pancreas weight, and adipose tissue weight.

CT T2DM T2DM+Met T2DM+WGPF T2DM+RGPF
Pre STZ or saline
Feed consumption (g/day) 25,7610,67 21,35+1,46 18,48+0,92*** 23,93+1,12# 20,36+1,09*
Water intake (ml/day) 46,531+2,14 41,33+2,87 32,25+1,43* 39,90+2,29 35,97+2,51*
Total weight gain (g) 31,4443,07 50,67+6,06* 34,8016,78 48,50+4,95* 44,4412 87
Pos STZ or salina
Feed consumption (g/day) 25,0640,46 20,4612,72 15,67+1,63* 16,69+1,23* 17,58+1,20**
Water intake (ml/day) 48,80+1,45 107,83+£15,38*** 67,319,51# 80,66+7,04* 83,67+5,96*
Total weight gain (g) 28,5614,38 16,25+3,46 19,33+2,59 19,75+4,19 13,95+4,99
Pancreas relative weight 0,41+0,03 0,37+0,02 0,31+0,02 0,37+0,04 0,3310,03
Adipose tissue relative weight 11,05+0,80 15,051,117 15,20+1,99 16,97+1,91* 13,43+1,17

The data are presented as mean + S.E.M. (n = 6-10). *** represents P < 0.001, ** represents P < 0.01, and * represents P < 0.05 compared to the CT group. #
represents P < 0.05 compared to the T2DM group. One-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test. CT, control; T2DM, Type 2 Diabetes Mellitus; WGPF,
white grape pomace flour; RGPF, red grape pomace flour; Met, metformin.



Table 3: Effect of the administration of a high-fat diet and STZ, and treatment with Met, WGPF, or RGPF on serum parameters of
hepatic and damage of animals subjected to an experimental induction protocol of Type 2 Diabetes.

CT T2DM T2DM+Met T2DM+WGPF T2DM+RGPF
Uric acid 1.25+0.08 0.77+0.21 0.50+0.18** 0.68+0.12* 0.50+0.13**
Urea 41.67+0.88 37.33+4.33 39.00+3.70 33.38+2.28 40.88+1.46
Creatinine 0.40+0.04 0.23+0.03* 0.30+0.03 0.31+0.02 0.29+0.02
Protein 5.06+£0.25 5.02+0.19 4.23+0.22 4.22+0.37 4.67+0.19
AST activity 140.8+10.44 149.8+19.35 129.8+14.67 82.14+4 A8**## 132.7+£11.19
ALT activity 69.00£7.33 106.7+£10.87* 72.67+7.45 51.565.02### 65.50+4.35##

The data are presented as mean + S.E.M. (n = 4-7). *** represents P < 0.001, ** represents P < 0.01, and * represents P < 0.05 compared to the CT group. ###
represents P < 0.001, ## represents P < 0.01, and # represents P < 0.05 compared to the T2DM group. One-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test.
ALT, alanine aminotransferase; AST, aspartate aminotransferase; CT, control; DM2, Type 2 Diabetes Mellitus; FBUB, white grape pomace flour; FBUT, red grape
pomace flour; Met, Metformin. Uric acid expressed as mg/dL. Urea expressed as mg/dL. Creatinine expressed as mg/dL. Protein expressed as g/dL. AST activity
expressed as U/L. ALT activity expressed as U/L.



Table 4: Effect of the administration of a high-fat diet and STZ, and treatment with Met, WGPF, or RGPF on oxidative stress
parameters in the livers of animals subjected to an experimental induction protocol of Type 2 Diabetes.

CT T2DM T2DM+Met WGPF RGPF

Liver

Total thiolic contente 111,8+3,08 137,6+2,28*** 139,04£2,93*** 139,243,28*** 143,943,13***
TBARS levels 8,1010,66 12,13+0,69* 10,03+0,81 7,02+0,90### 7,1610,73##
ROS levels 35,0312,07 22,52+1,31 27,02+3,46 24,86+1,52 28,60+1,52
Nitrite levels 21,88+2,88 41,50+1,14*** 37,60+1,58** 43,26+1,11*** 37,49+1,32***
CAT activity 43,28+0,95 49,9146,18 42,45+7,52 55,61+3,24 41,42+5,68
SOD activity 45,38+1,72 27,85+2,36*** 29,1642,11*** 22,0743,22*** 32,88+2,03*

The data are presented as mean + S.E.M. (n = 4-8). *** represents P < 0.001, ** represents P < 0.01, and * represents P < 0.05 compared to the CT group. ###
represents P < 0.001, ## represents P < 0.01, and # represents P < 0.05 compared to the T2DM group. One-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test.
Total thiol content expressed as nmol TNB/mg of protein, TBARS levels expressed as nmol TBARS/mg of protein, ROS levels expressed as ymol DCF/mg of
protein, nitrite levels expressed as uM nitrites/mg of protein, CAT and SOD activity expressed as U/mg of protein. CAT, catalase; CT, control; T2DM, Type 2
Diabetes Mellitus; ROS, reactive oxygen species; WGPF, white grape pomace flour; RGPF, red grape pomace flour; Met, metformin; SOD, superoxide

dismutase; TBARS, thiobarbituric acid-reactive substances.
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Figure 1: Oral glucose tolerance test demonstrating the variation in fasting blood glucose levels and
after 30, 60, and 120 minutes of oral glucose overload (A) and the area under curve (B). The results
are expressed as mean + S.E.M. (n=6-10). *** represents P<0.0001, ** represents P < 0.01, and *
represents P < 0.05 when compared to the CT group. ### represents P < 0.001, ## represents P <
0.01, and # represents P < 0.05 when compared to the DM2 group. Repeated-measures ANOVA
followed by Bonferroni's post hoc test. A.U.C., area under the curve, CT, control; T2DM, Type 2
Diabetes Mellitus; WGPF, white grape pomace flour, RGPF, red grape pomace flour, Met, metformin.

Figure 2: Absolute weekly weight gain over three weeks of consumption of a normolipidic diet, DHL,
DHL supplemented with white grape pomace flour (WGPF), or DHL supplemented with red grape
pomace flour (RGPF), and weight loss after STZ administration. Results are expressed as mean *
S.E.M. (n = 6-10). *** represents P < 0.001, ** represents P < 0.01, and * represents P < 0.05 compared
to the CT group. # represents P < 0.05 compared to the T2DM group. Repeated-measures ANOVA
followed by Bonferroni's post hoc test. CT, control; T2DM, Type 2 Diabetes Mellitus; WGPF, white
grape pomace flour; RGPF, red grape pomace flour; Met, metformin.

Figure 3: Effects of treatment with Metformin and white or red grape pomace flour on serum levels of
glucose (A), triglycerides (B), total cholesterol (C), and HDL cholesterol (D) in Wistar rats subjected to
an experimental induction protocol of Type 2 Diabetes Mellitus. Data are presented as mean + S.E.M.
(n = 4-7). ** represents P < 0.001, ** represents P < 0.01, and * represents P < 0.05 compared to the
CT group. ### represents P < 0.001, ## represents P < 0.01, and # represents P < 0.05 compared to
the T2DM group. One-way ANOVA followed by Tukey's post hoc test. CT, control; T2DM, Type 2
Diabetes Mellitus; WGPF, white grape pomace flour; RGPF, red grape pomace flour; HDL, high-density
lipoprotein; Met, metformin.

Figure 4. Effects of treatment with Metformin and white or red grape pomace flour on the Triglyceride
to Glucose Index in Wistar rats subjected to an experimental induction protocol of Type 2 Diabetes
Mellitus. Data are presented as mean £ S.E.M. (n = 4-7). *** represents P < 0.001, ** represents P <
0.01, and * represents P < 0.05 compared to the CT group. ### represents P < 0.001, ## represents P
< 0.01, and # represents P < 0.05 compared to the T2DM group. One-way ANOVA followed by Tukey's
post hoc test. CT, control; T2DM, Type 2 Diabetes Mellitus; WGPF, white grape pomace flour; RGPF,
red grape pomace flour; Met, metformin; TG, triglycerides; TyG, triglyceride-glucose index.

Figure 5: Pancreatic histological features of Wistar rats subjected to an experimental induction protocol
of Type 2 Diabetes Mellitus treated with Metformin or white or red grape pomace flour. (A-C) CT, control;
(D-F) T2DM, Type 2 Diabetes Mellitus; (G-H) T2DM+Met, Type 2 Diabetes Mellitus + Metformin, (J-L)
T2DM+WGPF, white grape pomace flour, (M-O) T2DM+RGPF, red grape pomace flour. Thin arrows,
acini with normal structure; I, Langerhans islets; V, vessels; *vacuoles in acinar cells; thick arrows,
spaces in islets indicating structural changes; D, I, L, and M, congested vessels. Pancreas sections
were stained with hematoxylin and eosin.
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