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S0 existem dois dias no ano que nada pode ser feito. Um se chama ontem e o
outro se chama amanha, portanto hoje é o dia certo para amar, acreditar, fazer e

principalmente viver.

(Dalai Lama)
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Resumo

A Hipertenséo arterial pode estar associada a varias anormalidades metabdlicas,
como dislipidemias, intolerdncia a glicose, resisténcia a insulina e obesidade. Alguns
estudos sugerem que esta patologia esta relacionada ao estresse oxidativo. Tem sido
atribuido um efeito cardioprotetor aos polifendis do vinho tinto. Este efeito pode ser
decorrente da acdo anti-hipertensiva, antioxidante e moduladora do metabolismo lipidico
do vinho. Neste estudo, nés analisamos o possivel efeito protetor do extrato da casca de
uva Vittis Viniferas (GSE), na pressao arterial, perfil lipidico e glicidico e no mecanismo
oxidativo de ratos Wistar (normotensos) e ratos espontaneamente hipertensos (SHR)
machos. Os animais, SHR e Wistar (W) foram separados em quatro grupos cada, tratados
com GSE (200mg/kg, via oral), desde os 21 dias de vida, por 90 dias consecutivos (SHR-
GSE, W-GSE) e ndo tratados (SHR-C, W-C). A pressao arterial foi medida a partir do 60°
dia de vida em intervalos de 5 dias. Todos os animais foram sacrificados no 90° dia de
tratamento com GSE e os tecidos (rim e aorta) e o plasma foram coletados a fim de
avaliar a peroxidacao lipidica, atividade das enzimas antioxidantes (catalase, superdxido
dismutase- SOD), glicemia, insulinemia, colesterol total e triglicerideos. Nossos dados
mostraram que 0s animais hipertensos tratados com GSE tiveram valores de presséo
sistélica reduzido, a valores normais a partir do 45° dia de tratamento. Encontramos um
aumento no colesterol total e triglicerideos plasméticos dos SHR-C quando comparados
aos Wistar, porém os SHR-GSE apresentaram niveis semelhantes aos normotensos. Nao
foi encontrada alteracdo na glicemia de ratos SHR em relagéo aos ratos Wistar, porém os
animais hipertensos apresentaram menor insulinemia em relagdo aos normotensos. A
peroxidagdo lipidica estava aumentada no plasma dos SHR-C em comparacdo aos
Wistar, porém nos ratos hipertensos tratados com GSE a peroxidacgéo lipidica assemelha-
se aos Wistar. Nao foi encontrada diferenca na peroxidacao lipidica no rim e aorta dos
SHR-C, quando comparados aos Wistar, porém verificou-se uma diminuicdo na
peroxidacado lipidica no rim dos SHR-GSE, quando comparado com o seu controle. A
SOD, no plasma, rim e aorta, sdo semelhantes nos dois grupos SHR-C e W-C. Contudo,
0s grupos SHR-GSE e W-GSE, apresentaram um aumento nos niveis desta enzima
antioxidante, em relagdo aos animais normotensos. Ndo foi encontrada diferenca na
atividade da catalase nas amostras estudadas. Concluimos que, possivelmente os efeitos
anti-hipertensivo, antioxidante e a melhora no perfil lipidico plasmatico, possam participar
do efeito cardioprotetor do habito de se ingerir quantidades moderas de vinho.
Palavras chaves: Ratos Espontaneamente Hipertensos, extrato da casca de uva, estresse

oxidativo, peroxidacao lipidica, hipertenséo.
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Abstract

Arterial hypertension is associated with metabolic abnormalities such as
dyslipidemia, impaired glucose tolerance, insulin resistance and obesity. Some studies
suggest that this pathology is related with oxidative stress. Epidemiological studies have
demonstrated a cardiovascular protector effect of moderate wine consumption, probably
related to the polyphenols content in red wine. This cardioprotective effect may be due to
an anti-hypertensive and antioxidant effects and also to an effect on the modulation of
lipids. In this study, we analyzed the possible protective effects of Vittis Vinifera grape skin
extract (GSE) in vivo, on blood pressure, lipids alterations and oxidative mechanism in
male Wistar and spontaneously hypertensive rats (SHR). The animals, SHR and Wistar
(W) were separated in four groups, treated with GSE (200mg/kg) orally since 21 days of
life for 90 consecutive days (SHR-GSE, W-GSE) and untreated (SHR-C, W-C). The blood
pressure was measured since 60 days of life in intervals of 5 days. All animals were
sacrificed at day 90 of treatment with GSE and tissues (kidney and aorta) and plasma
were collected to evaluate lipid estimated by Thiobarbituric Acid Reactive Species
(TBARS), antioxidant enzymes activity (catalase, superoxide dismutase - SOD), glucose,
insulin, total cholesterol and triglycerides plasma levels. Our data showed that
hypertensive animals treated with GSE had arterial blood pressure (BP) values similar to
normotensive animals. The SHR-C had an increase in total cholesterol and triglycerides
plasma levels compared to Wistar group, but these levels decreased to the normality in
SHR-GSE. The glycemias were not different among the groups studied, but the plasma
insulin level was smaller in SHR group than Wistar. The plasma lipid peroxidation was
increased in SHR-C. However, when treated with GSE, TBARS reduced to normal levels.
TBARS levels in homogenate of kidney and aorta were not different between SHR and
controls. The SOD levels in the plasma, kidney and aorta was not different among the
hipertensive and normotensive untreated animals. However, SHR-GSE and W-GSE
groups, showed an increase in the levels of this antioxidant enzyme. Catalase (plasma
and kidney) activities were not different among groups studied. According to our results we
can conclude that the antihypertensive, antioxidant effects and the modulation of plasma
lipids induced by GSE may participate on the cardio protective action of moderate wine

ingestion.

Keywords: spontaneously hypertensive rat, grape skin extract, oxidative stress, lipids

peroxidations, hypertension.



1. Introducéo

As doencas cardiovasculares representam uma das principais causas de
mortalidade no mundo, totalizando cerca de 40% de morte nos paises
industrializados (Sans, S. e cols., 2000). No Brasil os indices estatisticos revelam
que a mortalidade por doengas cardiacas representa cerca de 30% do total de
Obitos (Anuario Estatistico de Saude no Brasil / MS / Funasa / Cenepi / IBGE,
2001).

Dados dos paises que participaram do Countrywide Integrated
Noncommunicable Disease Intervention Programme (CINDI) da Organizagao
Mundial de Saude (OMS) mostraram prevaléncia de Hipertensdo Arterial
Sistémica (HAS) em 9% a 34% em homens e 12% a 34% em mulheres de 25 a 64
anos, considerando pressao arterial sistdlica (PAS) = 160 mmHg e pressao arterial
diastolica (PAD) = 95 mmHg, ou usando medicagao anti-hipertensiva (Olmos RD.
& Lotufo PA., 2002). Nos Estados Unidos, cerca de 25% de todos os adultos e
mais de 60% das pessoas com mais de 60 anos sao portadores de HAS (Okoshi
MP. e cols, 2001). No Brasil, inquéritos de base populacional revelam que a HAS
primaria atinge de 22,3% a 43,9% (> 140/90 mmHg) da populacdo urbana adulta
brasileira (V Diretrizes Brasileiras de Hipertensao Arterial, 2006), sendo acima de
25%, na maioria das cidades estudadas, predominando no sexo masculino e com
fatores de risco associados semelhantes aos de outros paises (Lessa I., 2001).
Nas diversas regides, observa-se ampla variagao, sendo 1,28% a 27,1% no Sul,
6,3% a 16,7% no Centro-Oeste, 5,04% a 32,7% no Sudeste e 7,2% a 40,3% no

Nordeste (Doérea EL & Lotufo PA., 2004).



A elevagdo da pressdo arterial (PA) representa um fator de risco
independente, linear e continuo para a doenga cardiovascular, com custos
elevados decorrentes de suas complicagdes: doenga cerebrovascular, doenga
arterial coronariana, insuficiéncia cardiaca, insuficiéncia renal cronica e doenca
vascular de extremidades. A HAS é responsavel por 40% dos ébitos por acidente
vascular encefalico ou cerebral (AVE ou AVC) e 25% dos 6bitos por doenca
arterial coronariana (DAC), e estd entre as causas mais frequentes de
hospitalizagbes entre as afecgdes cardiovasculares (The Seventh Report of the
Joint National Committee on Prevention, Detection, Evaluation and Treatment of
Hight Blood Presure, 2004).

No Brasil, em 2003, 27,4% dos obitos foram decorrentes de doencas
cardiovasculares, sendo o AVE ou AVC a principal causa em todas as regides,
atingindo as mulheres em maior proporgao (V Diretrizes Brasileiras de Hipertensao
Arterial, 2006).

A HAS, como a maioria das doengas cronicas nao-transmissiveis (DCNT),
envolve componentes etioldégicos, ambientais e hereditarios, sendo, portanto,
classificada como uma doenga poligénica e multifatorial, relacionada a mudancgas
morfoldgicas e funcionais no sistema cardiovascular e no controle autonémico
(Irigoyen MC. e cols., 2005). A PA é determinada pelo débito cardiaco e pela
resisténcia vascular periférica, que, por sua vez, sdo determinados por volume
sistdlico e frequéncia cardiaca, e pelo tébnus vascular, respectivamente, de tal
forma que seu controle envolve mecanismos neurais e neuro-humorais que, em
curto e longo prazo, modulam nao sé a atividade do sistema nervoso autbnomo

para o coragao e para os vasos, como também o volume sanguineo e a secregéo



de varios hormdnios como renina, vasopressina, peptideo natriurétrico atrial, entre
outros (Consolim-Colombo FM. & Fiorino P., 2005 e Irigoyen MC, e cols., 2005)

As células endoteliais exercem um papel importante na biologia e na
patologia vascular. O funcionamento integrado desta célula é fundamental para os
mecanismos de desenvolvimento e resposta da vasculatura a estimulos
hemodindmicos e bioquimicos. O endotélio vascular € um tecido versatil e
multifuncional, que possui diversas propriedades sintéticas e metabdlicas, como:
Manutencdo da Dbarreira de permeabilidade; Sintese de reguladores
anticoagulantes, antibioticos e fibrinoliticos; Sintese de moléculas pré-trombdoticas;
produgdo de matriz extracelular; Modulagdo do fluxo sanguineo e reatividade
vascular; Regulacdo da inflamacdo e imunidade; Regulagdo do crescimento
celular; e oxidacado do LDL. A disfuncao endotelial, caracterizada por um fenétipo
alterado que prejudica a vasorreatividade ou induz uma superficie trombogénica
ou anormalmente aderente a células inflamatérias, € responsavel, ao menos em
parte, pelo inicio da formacdo de trombo, aterosclerose e lesdes vasculares da
hipertensao.

Todas as células vasculares [célula endotelial, célula da musculatura lisa
vascular — VSMC e fibroblastos] produzem espécies reativas , seja de oxigénio
(ERO), via enzimas NAD(P)H oxidase (NAD(P)Hox) associada a membrana,
xantina oxidase (XO), lipoxigenase (LOx), cicloxigenase (COx), seja de nitrogénio
(ERN), através da enzima de sintese do oxido nitrico (6xido nitrico sintase
endotelial, eNOS) ou monodxido de nitrogénio ou fator de relaxamento derivado do

endotélio (EDRF) (Touyz RM. & Schiffrin EL., 2004 e Laurindo FRM e cols., 1998).



O oxido nitrico (NO) é produzido na célula endotelial pela enzima eNOS que
converte o aminoacido L-arginina a NO + L-citrulina, catalisando a oxidacdo de
cinco elétrons com a participacdo de NAD(P)H/NADP+ e do complexo
calcio/calmodulina (Malinski T., 2005). Sua fungao € regular o ténus vascular pela
acao vasodilatadora sobre as células musculares lisas e de inibicdo da atividade
plaquetaria, agregagao de leucocitos e proliferacdo das células musculares lisas
da vasculatura endotelial (Ramachandran A. e cols., 2002) sendo fundamental na
modulacéo da pressao arterial.

Na ultima década o papel das espécies reativas no sistema cardiovascular
tem sido objeto de muito interesse e de pesquisas (Paravicini TM. & Touyz RM.,
2006) A atuagcdo das ERO e ERN sobre o sistema cardiovascular envolve a
regulacédo e a diferenciagdo celular, a modulagdo de matriz extracelular, a
inativacdo de NO e a estimulagdo de muitas cinases (Sampaio WO. & Santos
RAS., 2004). Estes efeitos costumam estar associados a HAS, que por sua vez
possui uma rede complexa e importante de mecanismos relacionados a presenca
de ERO e ERN, que reunidos, explicam a hipotese oxidativa da HAS (Paravicini
TM. & Touyz RM., 2006).

Como citado anteriormente, a patogénese da HAS envolve predisposicao
genética e exposicdo a fatores ambientais (fumo, habitos alimentares,
sedentarismo, etc), de modo que a pressao normal € mantida por uma complexa
rede de sistemas cardiovasculares, entre eles, o balango de sédio, vasodilatacdo e
funcdo renal, destacando-se a atividade da angiotensina Il do sistema renina
angiotensina aldosterona (SRAA). A angiotensina Il (Ang Il), originalmente descrita

como um potente vasoconstritor, € agora apontado como um horménio



multifuncional, influenciando varios processos celulares, sendo importante na
regulacao da fungéo vascular, incluindo crescimento celular, apoptose, migracgéo,
inflamagao e fibrose (Wolf G & Wenzel UO, 2004 e Touyz RM & Schiffrin EL.,
2000). Crescentes evidéncias indicam que a Ang Il induz a produgédo de ERO,
uma vez que estimula a ativacdo da NAD(P)Hox. As NAD(P)Hox sdo enzimas
associadas as membranas que catalisam a redugdo de O, em anion radical

superéxido (O27) usando NADH ou NAD(P)H como doador de elétron (Equagao1).

NAD(P)H + 20, — 20, + NAD(P)* + H" Equagéo 1

Quando ativadas por forgcas hemodindmicas e multiplos agonistas
vasoativos, destacando-se Ang Il (Figura 1) como na hipertensédo, as NAD(P)Hox
vasculares (isoformas encontradas na célula endotelial, fibroblastos e células da
musculatura lisa vascular) produzem O~ cronica (minutos a horas), intra e
extracelularmente, em contraste com a producdo instantdnea e apenas
extracelular pela NAD(P)Hox do neutréfilo (Griendling KK. & Fitzgerald GA., 2003;
Griendling KK e cols., 2000; Griendling KK. & Fitzgerald GA., 2003 e Zalba G. e

cols., 2001)



Fatores hemodinamicos Fatores genéticos Fatores humarais
(“shear stress”) (polimorfismos) (All, PDGF, TNF-cx)
NAD(P)Hox
T 0
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Figura 1 — Ativacdo de NAD(P)Hox e consequéncias funcionais na HAS. Angiotensina Il (Ang Il);
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF); fator de necrose tumoral (TNF-a); éxido nitrico
(NO); peroxinitrito (ONOO"); peroxido de hidrogénio (H202); &nion radical superoxido (02 7).
Fonte: Zalba G, San José G, Moreno MU, Fortuno MA, Fortuno A, Beaumont FJ, Diez J. Oxidative
stress in arterial hypertension. Role of NAD(P)H oxidase. Hypertension 2001;38:1935-9.

A ativagcdo da NAD(P)Hox via receptor AT1 (receptor de angiotensina Il)
desencadeia, também, o processo de crescimento vascular, ja que as espécies
reativas geradas ativam cascatas proliferativas no musculo liso vascular (Romero
JC. & Reckelhoff JF., 2000; Reckelhoff JF. & Romero C., 2003 e Violi F. e cols.,
2004), além do declinio na biodisponibilidade do NO que pode ser devido a quatro
fatores: (1) diminuicdo na expressdao de eNOS; (2) auséncia de substrato ou
cofator para eNOS; (3) alteragédo da sinalizagao celular de modo que eNOS nao é
apropriadamente ativada; (4) degradacao acelerada de eNOS (Cai H. & Harrison

DG., 2002) (Figura2).
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Figura 2 — Estresse oxidativo vascular estimulado pela angiotensina Il (Angll). A producao local de
Ang Il estimula a NAD(P)Hox e XO que sao fontes de anion radical superdxido (O,+-) e provoca
alteracdes na atividade do 6xido nitrico sintase endotelial (eNOS), que também leva a formacgao de
02 --. Esse desequilibrio entre a formacao de NO-+ e O, -, que, em condigbes fisioldgicas, séo
produzidos em quantidades equimolares, leva a formagao de peroxinitrito (ONOO-) e potencializa a
oxidacao do LDL (oxLDL). Superéxido dismutase (SOD); Mondcitos (Mo). Setas pontilhadas: agao
de Ang ll; setas cheias: sistema antioxidante enziméatico.

Fonte: Sampaio WO, Santos RAS. Aplicagbes clinicas dos mecanismos fisiopatolégicos da
hipertensao arterial. Sistema renina-angiotensina: bases fisiopatolégicas. Rev.Bras de Hipertenséo
2004;11(1):67-70.

Crescentes evidéncias indicam que a produgdao de ERO e a ativacédo da
cascata de sinalizacdo redox-dependente estdo diretamente envolvidas com a

agao da angiotensina Il (Touyz RM., 2000 e Griendling KK. e cols., 2000). As ERO



vasculares sao produzidas principalmente no endotélio, célula da musculatura lisa
vascular e derivada primariamente da NADPH oxidase. A NADPH oxidase é
controlada por fatores humorais (citoquinas, fator de crescimento, agentes
vasoativos) e fatores fisicos (elasticidade, tensdo pulsatil, estresse).
Fisiologicamente, as ERO sao produzidos de maneira controlada, em baixas
concentragdes e as fungdes de moléculas sinalizadoras, mantém a integridade
vascular pela regulagdo da fungdo endotelial e contragdo-relaxamento vascular
(Touyz RM., 2004).

O estresse oxidativo vascular tem sido demonstrado em hipertensao
experimental e espontanea. Ratos Espontaneamente Hipertensos (SHR)
apresentam aumento da NADPH movido pela geracdo de O,” em vasos de
resisténcia e condutancia. A geragdo de O,” e a conseqliente diminuicdo na
biodisponibilidade do NO podem contribuir para o estresse oxidativo nos SHR
(Touyz RM., 2004). O tratamento com vitaminas antioxidantes, inibidor da NADPH
oxidase, Superéxido Dismutase (SOD) mimético e inibidor do receptor de
angiotensina Il do tipo 1 (AT1), diminuem a produgéo de O, vascular e atenua o
desenvolvimento de Hipertensdo nesse modelo (Rodriguez-lturbe B. e cols., 2003;
Shokoji T. e cols., 2003 e Park JB. e cols. 2002).

Estudos clinicos demonstram o aumento da producdo de ERO em
pacientes com hipertensdo essencial, renovascular e preeclampsia (Higashi Y. e
cols., 2002 e Lee VM. e cols., 2003). Esses achados sao geralmente baseados no
aumento de marcadores da peroxidacao lipidica e estresse oxidativo, no plasma
humano, como o malondialdeido (MDA). O MDA é um dos biomarcadores mais

utilizados por ser um dos produtos secundarios da peroxidagao lipidica mais



conhecidos. O principal método utilizado é a reacdo do MDA com o acido
tiobarbiturico (TBA), formando um complexo colorido que pode ser quantificado
por espectrofotometria ou por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
ambos com detecgéo visivel (Ward NC. e cols., 2004)

Sendo a HAS um problema de saude publica, o conhecimento dos fatores
associados ao seu desenvolvimento € de grande importancia, para que se possa

atuar de forma preventiva adequada.

1.1 Estresse Oxidativo

Segundo Gutteridge (1995), o termo antioxidante se refere a qualquer
substancia que, quando presente em baixas concentracdes em relacdo ao
substrato oxidavel, atrasa ou inibe consideravelmente a oxidagcédo do substrato. Os
antioxidantes atuam por meio dos seguintes mecanismos: remog¢&o ou diminui¢ao
da concentragdo local de oxigénio, remog¢ado de ions de metais cataliticos,
remogao das espécies reativas, como o superdxido e peréxido de hidrogénio,
varredura de radicais livres iniciadores de reacdes de oxidacédo, quebra da reagao
em cadeia e extingdo ou remogao do oxigénio singlete. O estresse oxidativo, que
seria o desequilibrio entre a producédo de radicais livres e o sistema de defesa
antioxidante, desempenha um papel importante na patogénese da Hipertensao
(Gutteridge JMC., 1995).

O termo radical livre refere-se a atomos ou moléculas altamente reativos
que possuem um elétron impar em sua ultima camada (Salido & Fernandez, 2002
e Ferreira & Matsubara, 1997). Dentro das moléculas, os elétrons em geral se

reunem em pares. Um par de elétrons é mais estavel que os elétrons isolados, e
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este ndo emparelhamento de elétrons da ultima camada confere uma alta
reatividade a esses atomos e moléculas, provocando reagdes em cadeia que
desestabilizam o meio molecular. Os antioxidantes, como os polifendis contidos no
vinho tinto, estabilizam os radicais livres mediante a doacao/recebimento de
elétrons (Ferreira & Matsubara, 1997).

O estresse oxidativo vascular é caracterizado pela superprodugédo de O,"
(Mcintyre M. e cols.,1999; Ward NC. e cols., 2004 e Portaluppi F. e cols., 2004)
que inibe a atividade do NO e reage com ele para formar peroxinitrito (ONOO™) um
intermediario reativo particularmente lesivo (Equagéo 2), uma vez que é capaz de
formar o radical hidroxil (OH’), independente da presenca de metal de transicédo
(Equacao 3) (Laurindo FRM. e cols., 1998; Halliwell B. & Gutteridge JMC., 2007 e

Lasségue B. & Griendling K., 2004).

02" + NO* - ONOO Equacéao 2

ONOO + H+ — OH" + NO, Equacéao 3

A menor disponibilidade de NO favorece maior atividade da Endotelina-1
(ET-1) ou fator de contragao derivado do endotélio (EDCF), promove crescimento
das células endoteliais e vasoconstricao e, portanto, participa na patogénese do
estresse oxidativo da HAS (Portaluppi F. e cols., 2004). Assim, o estresse
oxidativo vascular resultaria em HAS, uma vez que fatores vasoconstritores
estariam em preponderancia em relagao aos fatores vasodilatadores. A principal

fonte de O," seria o complexo enzimatico NADH / NAD(P)Hox, que catalisa a
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redugdo do oxigénio molecular utilizando NAD(P)H como doador de elétrons
gerando O,". O sistema NADH/NAD(P)Hox é a maior fonte de O,", nas
membranas das células endoteliais e musculares lisas (Touyz RM., 2004 e
Beswick RA e cols., 2001).

A producdo excessiva de ERO dentro dos vasos tem sido considerado um
importante mecanismo de disfuncido endotelial, e se da primeiramente pelo
geracdo de O,". Especificamente, o superoxido reage rapidamente com o NO e
forma ONOQO’, causando perda da bioatividade do NO (da Luz & Coimbra, 2004).

1.1.1 Espécies Reativas de Oxigénio (ERO)

As ERO sao formadas através de processos de reducdo. Pela sua
configuragao eletrbnica, o oxigénio tende a receber um elétron de cada vez,
formando compostos intermediarios, altamente reativos, destacando-se o O,", o
peréxido de Hidrogénio (H202) e o OH’ (Bello,A., 2002)

Conforme visto acima, o O,” é o primeiro intermediario da reducao
monovalente do oxigénio até a agua, sendo a partir dele formado as demais ERO
(Halliwell B. & Gutteridge JMC., 1989)

Tabela 1: Espécies reativas de oxigénio (ERO)

Anion superoéxido ou Radical

05" superoxido

HO, Radical perhidroxil
H.O, Peroxido de Hidrogénio
OH- Radical Hidroxila

RO- Radical alcoxil

ROO- Radical peroxil

ROOH Hidroperdxido organico
0, Oxigénio singlet

Fonte: (Sies,1991)
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O ion superoxido é formado com o acréscimo de um elétron ao oxigénio.
Essa reagao ocorre espontaneamente, em reagbes com ion ferroso ou com outros
metais ou ainda, no metabolismo celular aerdbio. A principal defesa contra esse
radical € a sua dismutacdo, que € uma reacdo na qual duas moléculas idénticas
sao transformadas em compostos diferentes. Esta dismutagao é feita pela enzima
superoxido dismutase.

O peroxido de hidrogénio é formado com o acréscimo de dois elétrons
excedentes na reagao de O,. Sdo mais implicados na oxidagédo de LDL, gerando
particulas aterogénicas.

O radical OH’ é um dos mais potentes oxidantes, tendo a capacidade de
atravessar membranas e reagir com moléculas como lipidios insaturados e DNA.
E formada com o acréscimo de trés elétrons excedentes na reacdo de O

(equacéo 4).

0, e 0O, e+2H+ H,0, e+ H+ OH e+ H+ H0
- > - » -

H.O Equacéao 4

A peroxidacao lipidica é definida como a deterioracdo oxidativa dos lipidios
poliinsaturados. Todos os componentes celulares sao suscetiveis a acao das
ERO, porém a membrana € um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidagéo

lipidica, que acarreta alteracbes na sua estrutura e permeabilidade (Hershko C.,
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1989). A lipoperoxidagcéo € uma reagcdo em cadeia, representada pelas etapas de

iniciagdo, propagacao e terminacéo (Gardés-Albert M.e cols, 1991), como:

Iniciagao: LH + OH® (ouLO)— L° + H,0 (ou LOH)
Propagagdo: L° +0; __, Loo

Propagacdo: LH + LOO® — L + LOOH
Terminagdo: LOO® + L° —* LOOL

Terminagdo: LOO® + LOO® —» LOOL + O

Sendo, LH: acido graxo polinsaturado; L®: radical lipidico; LOO®: radical peroxila;
LOOH: hidroperoéxido lipidico; LO®: radical alcoxila

1.1.2 Patogenia da Acao das ERO

Ha muitas evidéncias de influéncias das ERO em doencas degenerativas,
como ocorre na catarata, enfisema, artrite, doenca de Parkinson, diabetes,
hipertensdo, cancer e envelhecimento. A forma como ocorrem estas doencas
podem ser classificadas como: 1) Estresse oxidativo mitocondrial, quando ocorre
um desequilibrio do estado redox sistémico (balanco tiol/ dissulfeto) e uma
depuracdo prejudicada de glicose, sugerindo que a mitocéndria do musculo
esquelético seja o principal sitio de geragdo de ROS; 2) Condigdo oxidativa
inflamatéria, quando ha uma estimulacdo excessiva da atividade da NADPH
oxidase por citoquinas e outros agentes (Bast A. e cols., 1991).

A vida na aerobiose é caracterizada por constante producao destes radicais
livres, a qual é contrabalanceada com uma producdo equivalente de mecanismos

antioxidantes visando neutralizar seus efeitos deletérios. Quando esta
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neutralizacdo nao ¢é possivel devido a uma sobrecarga do mecanismo
antioxidante, dizemos que ha uma situacdo de estresse oxidativo, levando a
geragao de diversos danos aos sistemas biolégicos. Frente a um estresse
oxidativo, ocorrem os seguintes processos: 1) adaptagdo, por aumentos da
resposta antioxidante; 2)dano tecidual por agressdo a lipidios, carboidratos e
proteinas; 3) morte celular por necrose ou apoptose.

1.1.3 Sistema de Defesa Antioxidante

Em sistemas aerdbios, € fundamental que haja um equilibrio entre a
formacgao de ERO e de agentes antioxidantes. Os agentes oxidantes sdo gerados
endogenamente como consequéncia direta do metabolismo do O,. Para se
proteger, a célula utiliza um sistema de defesa constituido pelos antioxidantes
enzimaticos e ndo enzimaticos. Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo exdgenos
em sua maioria. Os principais sdo: Vitaminas Lipossoluveis (vitamina A, E e
betacarotenos), Vitaminas Hidrossoluveis (Vitamina C e Vitaminas do complexo
B), os Oligoelementos (Zinco, cobre, selénio, magnésio, etc.) e os Bioflavonodides
(derivados de plantas). Os antioxidantes enzimaticos sdo as enzimas glutationa
reduzida (GSH), superoxido-dismuase (SOD), catalase e glutationa peroxidase
(GSH-Px) Com excecado da Vitamina E, que € um antioxidante estrutural da
membrana, os agentes antioxidantes se encontram no meio intracelular (Ferreira,
A.L. & Matsubara, L.S., 1997).

A Superoxido Dismutase (SOD) é o maior sistema de defesa da celula
vascular. E responsavel pela dismutacdo do radical superoxido. Esta enzima
contém metais redox no centro catalitico e possui duas isoformas de SOD: SOD-

cobre-zinco (equagéo 5 e 6), estavel e presente no citosol e a SOD-manganés,
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(mais resistente a variagdes de temperatura e a desnaturacdo, esta presente na

mitocondria) (Halliwell B. & Gutteridge JMC., 1989).

SOD-Cu** + O, — SOD-Cu* + Oy Equacéo 5

SOD-Cu* + O, +2H" - SOD-Cu®* + H,0; Equacéo 6

A acgao desta enzima protege o DNA contra lesbes provocadas pela
sobrecarga de ferro (Ferreira, A.L. & Matsubara, L.S., 1997).

A Glutationa Peroxidase (GSH-Px) apresenta um papel fundamental na
regulacdo do estado redox intracelular de células vasculares pela provavel
redugdo equivalente através de vias bioquimicas (Wassmann, S. e cols, 2004).

As células animais contém dois tipos de glutationa peroxidase, sendo que
um deles é selénio dependente. A GSH-Px selénio dependente é capaz de reduzir
qualquer hidroperoxido organico. A GSH-Px catalisa a redugdo do peroxido de
Hidrogénio (H2O,) e perdxidos organicos para seus correspondentes alcoois as
custas da conversado da glutationa reduzida (GSH) a Glutationa oxidada (GSSG)

(Ferreira, 2L. & Matsubara, L.S., 1997).

H202 + 2 GSH GSH-Px (Se) H,O + GSSG Equagéao 7

A Glutationa Reduzida (GSH) possui uma capacidade redutora que é

determinada pelo grupamento tiol (-SH), presente na cisteina. A GSH pode ser

considerada um dos agentes mais importantes do sistema de defesa antioxidante
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da célula, protegendo-a contra a lesdo resultante da exposigdo a agentes como
ions ferro, oxigénio hiperbarico, ozona, radiagéo e luz ultra-violeta. Atua como
transportadora e reservatério da cisteina e participa da detoxicagdo de agentes
quimicos e da eliminagdo de produtos da lipoperoxidagdo (Ferreira, A.L. &
Matsubara, L.S., 1997).

A Catalase € uma enzima antioxidante intracelular que € localizada nos
peroxissomas e também no citosol, no qual catalisa a reducéo do H,O, a H,O e
O,. A catalase € muito efetiva em niveis altos de estresse oxidativo e protege as
células da producédo de peroxido de hidrogénio. A suplementagdo de catalase
exégena previne a oxidagdo de GSH mediada pelo H;O, (Ferreira, A.L. &

Matsubara, L.S., 1997).

2 H,O, Catalase O, +H0O Equacéo 8
_—

1.2 Modelo Experimental de Hipertensao Essencial

A hipertensdo € uma doenga multifatorial, que envolve interagdes
complexas entre fatores genéticos e ambientais. O modelo animal de hipertensao
ideal deve ter as mesmas caracteristicas das doencas e suas complicagdes. O
modelo de hipertensdo mais estudado € o modelo SHR (ratos espontaneamente
hipertensos), modelo de hipertensdo essencial, no qual multiplos genes
contribuem para o fenoétipo individual. O mecanismo genético de hipertens&o nos
SHR tem sido atribuido a alteracées neurais e vasculares ( Lerman, L.O. e

cols.,2005).
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O SHR é um modelo genético de hipertensdo, isento de obesidade, que
possui as caracteristicas da hipertensao primaria em humanos. Além disso, estes
animais possuem hiperglicemia (Mondon CE. & Reaven GM., 1988).

A relacao entre estresse oxidativo e aumento da pressao arterial tem sido
demonstrado em varios modelos de hipertensao arterial (Paravicini TM. & Touyz
RM., 2008). O Aumento na formagdo de ERO pode ser a causa da hipertenséo
em modelos SHR (Kitiyakara C. & Wilcox CS.,1998 e Houston MC., 2005).
Marcadores de estresse oxidativo, como a substancias reativas do acido
tiobarbiturico (TBARS) estdo aumentados em modelos de hipertensao
experimental, assim como a diminuigdo de algumas enzimas antioxidantes

(Paravicini TM. & Touyz RM., 2008).

1.3 Vinho Tinto e Beneficios Cardiovasculares

O consumo de vinho tinto tem sido relacionado com menor numero de
mortes por isquemia cardiaca (St Leger e col., 1979). Esta idéia foi ampliada em
1992, quando Serge Renaud observou que a maioria dos paises que consumiam
uma quantidade elevada de gordura saturada estavam positivamente relacionados
com alta mortalidade por doenga cardiaca coronaria, mas que, entretanto, esta
associagao nao era observada na Franca, que mesmo consumindo grandes
quantidades de gordura saturada, apresentavam baixa mortalidade por doenca
cardiaca. Esta relacao ficou conhecida como “Paradoxo Francés” e foi atribuida ao
consumo elevado de alcool, principalmente vinho, e a dieta mediterranea (Renaud

S. & Lorgerii M., 1992). A partir deste paradoxo, diversos autores véem
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demonstrando que o consumo prolongado de vinho tinto em doses moderadas &
benéfico para saude.

O mecanismo pelo qual o vinho tinto exerce seu efeito cardioprotetor ainda
nao esta completamente estabelecido, mas acredita-se que as acbes benéficas
provavelmente sejam devido a inibicdo da agregacgao plaquetaria (Demrow e col.,
1995; Hertog e col.,, 1993), diminuicdo da oxidagdo da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) (Hertog e col., 1993; Stein e col., 1999), reducdo da sintese de
endotelina (Corder e col., 2001), aumento na expressao e atividade da NO sintase
endotelial (eNOS) (Wallerath e col., 2003), acao antioxidante (Frankel e col., 1993;
Hertog e col. 1993; Soares de Moura e col., 2002), melhora da disfungéo
endotelial (Stein e col., 1999) e ac&o antihipertensiva (Frankel e col., 1993; Soares
de moura e col., 2002). Apesar de alguns trabalhos associarem o consumo de
alcool com a inibicdo da agregacgado plaquetaria, os efeitos benéficos do vinho
também sao atribuidos aos compostos polifendlicos neles presentes (Flesh M. e
cols,1998).

A ingestdo de vinho tinto parece ser acompanhada por um significativo
aumento nos antioxidantes plasmaticos nos individuos diabéticos e ndo diabéticos
com HA (Bagchi e col., 2000). O extrato de casca de uva rico em procianidinas
demonstrou ter alta biodisponibilidade e fornecer uma significativa protecéo contra
radicais livres, melhor do que as vitaminas C, E e beta-caroteno (Bagchi e col.,
2000).

1.3.1 Mecanismos de Ac¢éo Cardioprotetora do Vinho Tinto

A disfuncdo endotelial aparece precocemente em diversas doencas

cardiovasculares, estando a aterosclerose, a hipertensao e o Diabetes associados
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a todos os fatores de risco (Celermajer, 1997). Essa disfungado pode ser definida
como um resultado de um desequilibrio entre a liberagcao de fatores relaxantes e
contrateis derivados do endotélio, produzindo alteragbes no tdbnus vascular, o que
interfere na homeostasia sanguinea. Os principais fatores relaxantes derivados do
endotélio sdo o NO e o EDHF, enquanto os principais EDCF sado a endotelina-1 e
as ERRO (Furchgott & Vanhoutte, 1989).

Ja foi documentado tanto clinicamente quanto experimentalmente, que os
flavondides sao capazes de aumentar a resisténcia a oxidagao da Lipoproteina de
Baixa Densidade (LDL). A LDL oxidada é toxica as células endoteliais e
desempenha um importante papel na progressdo do desenvolvimento de placas
aterosclerdticas (da Luz & Coimbra, 2004). Alguns estudos tém demonstrado que
os polifendis sdo capazes, ainda, de reduzir a absor¢do de colesterol, devido a
interacao desses componentes com os transportadores de colesterol presentes na
borda em escova, além de alterar as taxas de secrecao de apolipoproteina B e as

concentragdes de triglicerideos (Zern & Fernandez, 2005).

1.4 Extrato de Casca de Uva (Grape Skin Extract - GSE)

A partir das evidéncias, sugerindo que o consumo moderado de vinho
exerce um efeito cardioprotetor, nosso laboratério resolveu investigar os possiveis
efeitos benéficos de um extrato obtido de casca de uva livre de alcool. Nossos
estudos prévios demonstram que o Extrato da Casca de Uva Vitis Vinifera(GSE)

tem acao antihipertensiva, pois sua administragdo oral em ratos hipertensos

G
induzidos por N -nitro-L-arginina-metil éster (L-NAME) reduziu os valores de
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presséo sistdlica, média e diastdlica (Soares de Moura e col., 2002). Além disso, o
extrato induziu uma vasodilatagdo dependente do endotélio em leito vascular
mesentérico isolado e inibiu a peroxidagao lipidica, estimada pela produgédo de
malondialdeido em microssomas hepaticos desses animais, mostrando o efeito
anti-hipertensivo, vasodilatador e antioxidante do extrato (Soares de Moura e col.,
2002).

Em 2004, nosso grupo demonstrou que o extrato tem acéo vasodilatadora
em vasos isolados de animais experimentais e que esse efeito vasodilatador e
anti-hipertensivo eram provavelmente dependentes da liberacdo do EDRF pelas
células endoteliais associados ao NO, uma vez que o uso de L-NAME, que é um
analogo competitivo do substrato da biossintese de NO, a L-arginina, ou seja, um
inibidor da liberagdo de NO, reduziu o efeito vasodilatador do extrato (Soares de
Moura e col., 2004). Mais tarde, verificamos que o Ca* extracelular desempenhou
um importante papel no efeito vasodilatador produzido pelo GSE e que esse efeito
independe da ativagao de alguns receptores de membrana (Madeira SV. e col.,
2005). Alem disso, o GSE age através de um mecanismo redox-sensivel ao nivel
intracelular, com participagédo do O," e H,O, (Madeira SV. e col., 2005).

Recentemente demonstramos que o extrato da casca de uva diminui a
glicemia em modelo experimental de diabetes, além de reduzir a resisténcia a
insulina através do aumento do conteudo total de proteinas da cascata de
sinalizagdo de insulina no musculo esquelético (Teixeira MT. e cols., 2007). O
GSE ainda diminuiu a resisténcia a insulina, verificada por clampeamento e
relagcao insulina/glicose, quando administrado oralmente em ratas gravidas com

pré-eclampsia induzida pelo L-NAME (Soares de Moura e col., 2007).
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A uva é o fruto da videira ou vinha, planta que possui a seguinte

classificagdo na sistematica botéanica:

Tabela 2 — Classificagao das uvas na sistematica botanica

ORDEM Ramnidea
FAMILIA Vitacea
SUB-FAMILIA Ampelidea
GENERO Vitis
SUB-GENERO Euvitis

As uvas podem ainda ser classificadas de acordo com as espécies, tais

como, Vitis vinifera, V. rupestris, V. aestivalis, V. labrusca, V. riparia, V. cinérea,

etc. Cada uma dessas espécies possui muitas variedades, denominadas cepas ou

castas.

As uvas que originam os vinhos finos, considerados os melhores, sdo da

espécie V. vinifera de origem européia e que possui inUmeras castas, como a

Cabernet Sauvignon, a Merlot, a Chardonnay, etc. As demais espécies sao

denominadas americanas, sendo adequadas a elaboracdo de vinhos de mesa,

vinho colono, vinho de garrafao e suco de uva. Essas espécies também possuem

muitas variedades, cujos melhores exemplos no Brasil sdo a Niagara e a Isabel

que até a década de 80 eram as unicas castas utilizadas na elaboragdo dos

vinhos brasileiros.
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As uvas Isabel, da espécie denominada V. labrusca, caracterizam-se por
serem mais robustas e resistentes. Estas uvas sao largamente cultivadas no Sul
do Brasil, juntamente com as uvas V. viniferas que nos ultimos anos vém
crescendo significativamente para a produgao de vinhos tintos brasileiros (Soares
de Moura, 2003).

1.4.2 Caracteristicas Gerais dos Polifendis

O GSE é um extrato hidro-alcodlico da casca de uvas viniferas, Vitis
Vinifera, rico em polifendis. Estes sao importantes para pigmentagao, reproducao,
crescimento e para protegao contra patdgenos nas plantas (Zern & Fernandez,
2005). Dentre os alimentos de origem natural onde os polifendis sao encontrados
temos frutas e vegetais, sendo os mais ricos as uvas viniferas.

Os polifendis podem ser definidos como substancias aromaticas, de origem
natural, contendo uma ou mais hidroxilas (Waterhouse, 2002). Eles s&o agrupados
em duas categorias, designadas flavondides e n&o-flavondides. Os flavonoides
compreendem a maioria dos polifendis derivados da casca da uva vinifera, e sao
definidos como compostos que contém um sistema formado por trés anéis, sendo
que dois anéis sao aromaticos.

De acordo com o grau de oxidagao os flavondides podem ser classificados
em diversas subclasses, sendo as trés maiores, as dos flavandis (ex: catequina e
epicatequina); flavonois (ex. quercetina e kaempferol) e antocianinas e/ou
antocianidinas (ex: malvidina-3-glucosideo e delfinidina). Os nao flavondides sao
classificados em acidos hidroxinamicos (ex: acido caféico), acidos benzoicos (ex:
acido galico), taninos hidrolizaveis (ex: vescaligina) e estilbenos (ex: resveratrol)

(Figura 3) (Waterhouse, 2002).
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Flavanédides

OH

HO =
Flavanol (catequina) m"”

OH

Flavonol (quercetina)

Antocianidina (delfinidina)

Nao-flavandides

HO X
Resveratrol (estilbeno) O
OH

Figura 3 — Estrutura quimica de alguns polifendis

Fonte: Waterhouse AL. Wine phenolics. Ann N 'Y Acad Sci. 2002;957:21-36.

A concentragao total de polifendis nas uvas viniferas, extraidos pelo método
de Follin-Ciacalteau, pode variar entre 1,2 e 4,1 g/Kg (Mattivi e col., 2002).
Acredita-se, ainda, que a concentragcdo das substancias presentes nas uvas,
variam de acordo com o tipo de uva, solo onde sao cultivadas (terroir), os métodos

de cultivo, o tempo de fermentagdo, o tempo de maturagcdo do vinho e as
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condicdes climaticas, como exposicao a luz solar (Ryan & Revilla, 2003, Zafrilla e
col, 2003).

Em estudos previamente realizados, detectamos que o GSE liofilizado tem
uma concentragdo de fendis, pelo método de Follin-Ciacalteau, de 55,5 mg/g
(Soares de Moura e col., 2002). A casca e o carogo sao as partes da uva que
contém maior quantidade de polifendis, porém como a casca responde por um
maior volume da uva que o carogo, fica mais vantajoso, economicamente, utiliza-

la, principalmente quando se pensa em comercializagao.
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2. Objetivo Geral
Considerando que no modelo de hipertensdo experimental espontaneo
(SHR) ocorre, alem do aumento da pressao arterial, uma elevagao do colesterol e
triglicerideos, e ainda um aumento do estresse oxidativo, resolvemos estudar o
possivel efeito benéfico do extrato da casca de uva (GSE) obtido das uvas Vitis
Vinifera sobre a hipertensao arterial, perfil lipidico, glicemia, sensibilidade a
insulina e mecanismo oxidativo de ratos espontaneamente hipertensos (SHR).
2.1 Objetivos especificos
¢ Auvaliar o efeito do GSE sobre o peso corporal dos animais estudados.
e Auvaliar o efeito do GSE sobre a pressao arterial de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR) e Wistar (controle, normotenso).
e Avaliar o efeito do GSE sobre a glicemia e insulina plasmatica de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) e Wistar.
e Comparar os niveis plasmaticos de triglicerideos e colesterol total dos
animais estudados.
¢ Avaliar o dano oxidativo e o efeito do GSE sobre a peroxidacao Lipidica em
tecidos (Rim e aorta) e plasma de ratos espontaneamente hipertensos (SHR).
e Avaliar a atividade das enzimas antioxidantes Superdxido Dismutase
(plasma, rim, aorta) e catalase (rim e plasma) nos animais estudados, assim como

investigar a acdo do GSE sobre estes parametros.
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3. Metodologia

3.1 - Preparacao do Extrato de Casca de Uva (GSE)

As uvas viniferas foram lavadas em agua corrente e as cascas foram
separadas das polpas. Aproximadamente 100 g de cascas de uva foram fervidas
em 400 ml de agua destilada por 5 minutos e posteriormente o preparado foi
triturado. Posterior a trituragao, 400 ml de etanol foram adicionados ao decoto, a
solucado foi homogeinizada por 4 horas e acondicionada em frasco de vidro de cor
escura e este mantido no refrigerador a 4°C por 20 dias. Um extrato hidro-
alcodlico de casca de uva foi entdo obtido e posteriormente filtrado através de filtro
de papel Whatman n°® 1. O etanol foi entdo evaporado, em regime de baixa
presséo a 55° C, e o extrato liofilizado e congelado a -20° C até o seu uso.
Constatou-se que para cada 100 g de cascas de uva, obtinha-se a formagéo de

cerca de 8,9 g de extrato liofilizado.

3.2 Protocolo Experimental e Modelo Animal

Foram utilizados ratos Wistar e SHR com 21 dias de vida, mantidos no
Biotério do Departamento de Farmacologia/ IBRAG/ UERJ, em temperatura média
de 23° C e com ciclo de luminosidade de 12hs (claro e escuro). Os animais
receberam racao industrializada especifica para ratos (NUVILAB®) com 22% de
proteina.

Os animais foram divididos em 4 grupos contendo no minimo 6 animais
(n>6) em cada grupo: Grupo Wistar controle (W-C), Grupo Wistar tratado com

GSE (W-GSE), Grupo SHR controle (SHR-C) e Grupo SHR tratado com GSE
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(SHR-GSE). Os Grupos W-GSE e SHR-GSE receberam 200mg/kg/dia de peso de
GSE dissolvido na agua de beber dos 21, apés o desmame, até os 110 dias de

vida. Os grupos controle receberam somente agua livremente.

Dia 1 - GSE Dia 40 - GSE Dia 90 - GSE
I I i
21 dias de vida - 60 dias de vida - 110 dias de vida —
Inicio do tratamento Inicio da afericdo Sacrificio
com 200mg/Kg de da PA sistélica
GSE/ dia

Figura 4 — Esquema de evolugado do experimento, do inicio (animais com 21 dias) ao final

do tratamento com GSE (animais com 110 dias).

Todos os experimentos foram revisados e aprovados pela Comissao de
Etica de Experimentos Animais da Universidade do Estado do Rio de Janeiro

(UERJ).

3.3 Afericdo da Presséao Arterial

A pressao arterial sistolica foi medida por método nao invasivo
(pletismografia de cauda — Letica LE 5000), nos ratos acordados de todos os
grupos experimentais, por meio de um garrote e de um sensor de pulso
colocados em torno da cauda do animal. Estes foram conectados ao registrador,
o qual insufla e desinsufla automaticamente o garrote, e detecta o

desaparecimento e o aparecimento da onda de pulso na artéria caudal, e assim
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determina a pressao arterial sistolica. As medidas foram realizadas uma vez por
semana a partir dos 60 dias de vida (apés 40 dias de tratamento com GSE), com
intervalos de 5 dias entre as medidas, até os 110 dias de vida.

Os animais foram treinados por 2 semanas, antes do periodo

experimental, para minimizar o estresse durante a medida da pressao arterial.

3.4 Andlises do Peso Corporal
Os animais normotensos iniciaram o estudo com peso entre 70 e 85g e os
hipertensos entre 45 e 65g. O peso dos animais foi acompanhado ao longo de

todo o periodo experimental.

3.5 Andlises Bioguimicas

Depois de 90 dias de tratamento com GSE, ap6s 16 horas de jejum, os
animais foram anestesiados por administragdo de Tiopental (30 mg/kg de peso)
intra peritoneal e heparinizados (Heparina - 5000 Ul/kg). Apods o inicio do efeito da
anestesia foi feita uma abertura da regido abdominal a toracica. O sangue foi
coletado através da aorta abdominal, com seringa previamente heparinizada. As
amostras sanguineas foram centrifugadas a 3000 rpm por 15 minutos a 4°C.
Posteriormente o plasma foi separado dos elementos figurados do sangue e
mantido em freezer a —20°C até o momento das analises bioquimicas.

3.5.1 Anédlise da Glicose Plasmatica

A glicose do plasma dos animais estudados foi determinada através do
método colorimétrico utilizando-se “kit” comercial Glicose-PP (Analisa®, Brasil).

Em 10 ul de plasma dos ratos foi adicionado 1 ml do reagente de cor contendo
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glicose oxidase 10000 U/ L, peroxidase > 1000 U/ L e 4-aminoantipirina 0,4
mmol/L. Apds agitagdo em vortex AP 56 (Phoenix®, Brasil) as amostras foram
incubadas a temperatura ambiente (15 - 30°C) durante 10 minutos. A leitura foi
realizada em duplicata da absorbancia das amostras e do padrao (glicose 100
mg/dl) em espectrofotdmetro (Shimadzer®, Japao) a 500nm. Os resultados foram

expressos em mg/dl e calculados através das férmulas descritas abaixo.

FC =Cp/ Ap Ct = Fc . At (mg/dl)

Fc: Fator de calibracao
Cp: Concentragao do Padrao
Ap: Absorbancia do Padrao
Ct: Concentragao do teste
At: Absorbancia do teste

3.5.2 Andlise da Insulina Plasmética

A dosagem da insulinemia de jejum foi realizada por radioimunoensaio nos
plasmas coletados apds o sacrificio através de kit para diagndstico de insulina (MP
Biomedicals '®| RIA Kit). Foram incubados, a temperatura ambiente, 100 pl de
plasma ou do padrdo de insulina (0; 5,5; 15; 35; 70; 175; 310 pUl/mL), em
duplicata, com 900 pl de Insulina I liofilizada reconstituida com agua destilada,
por 18 horas em tubos de polipropileno com anticorpo anti-insulina porcina
adsorvido a parede do tubo. Apds o periodo de incubacdo, o sobrenadante foi
desprezado e o tudo lavado por 2 vezes com aproximadamente 4 ml de agua
destilada. A fracdo radioativa adsorvida foi mensurada em contador Gama

(Packard® Cobra Auto-Gamma ®) e os valores expressos da curva padrao em
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contagem por minuto foram interpolados na concentragdo dos valores de insulina
padrdo em logaritimo. A obtencdo dos valores de insulina plasmatica das
amostras foram calculados a partir da fungdo da regressao logaritima através do
software Microsoft Excell ® e os resultados expressos em pUl/ ml.

3.5.3 Andlise da Sensibilidade a Insulina

O indicador da sensibilidade a insulina foi obtido através da relacéo
insulina/glicose (uUI/ml / mg/dl).

3.5.4 Andlise dos Triglicerideos Plasmaticos

Os triglicerideos totais do plasma de todos os animais do estudo foram
determinados, apos o sacrificio, através do método colorimétrico utilizando-se “kit”
comercial Triglicérides-PP (Analisa®, Brasil). Em 10 ul de plasma dos ratos foi
adicionado 1 ml do reagente de cor contendo lipase > 100 U/ ml, glicerol quinase >
1,5 U/ ml, glicerol-3P-oxidase > 4 U/ ml e peroxidase > 0,8 U/ L. Apods
aquecimento em banho a 37°C durante 5 minutos foi realizada a leitura em
duplicata da absorbancia das amostras e do padrao (glicerol equivalente a 200
mg/dl de trioleina) em espectrofotdbmetro (Shimadzer®, Japao) a 500nm. Os
resultados foram expressos em mg/dl e calculados através das férmulas descritas

abaixo.

FC =Cp/ Ap Ca=Fc.Aa

Fc: Fator de calibracao
Cp: Concentragao do Padrao
Ap: Absorbancia do Padrao

Ca: Concentracdo da amostra
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Aa: Absorbéancia da amostra

3.5.5 Anédlise do Colesterol Total Plasmatico

O colesterol total do plasma dos animais estudados foi determinado através
do método colorimétrico utilizando-se “kit” comercial Colesterol-PP (Analisa®,
Brasil). Em 10 pl de plasma dos ratos foi adicionado 1 ml do reagente de cor
contendo colesterol estearase > 200 U/ L, colesterol oxidase > 100 U/ L e
Peroxidase > 800 U/ L. Apos agitagdo em vortex AP 56 (Phoenix®, Brasil) e
aquecimento em banho a 37°C durante 5 minutos foi realizada a leitura em
duplicata da absorbancia das amostras e do padrédo (colesterol 200 mg/dl) em
espectrofotdbmetro (Shimadzer®, Japao) a 500nm. Os resultados foram expressos

em mg/dl e calculados através das formulas descritas abaixo.

FC =Cp/ Ap Ca=Fc.Aa

Fc: Fator de calibragao

Cp: Concentragao do Padrao
Ap: Absorbancia do Padrao
Ca: Concentracido da amostra

Aa: Absorbancia da amostra

3.6Substancias Reativas do Acido Tiobarbittrico (TBARS)

Foi avaliada a peroxidacao lipidica em amostras de rim, aorta e plasma de
todos os animais estudados. Este método é utilizado para avaliacdo do estado de
oxidagao dos acidos graxos. O dano oxidativo é determinado pela formagéo de

subprodutos da lipoperoxidagdo (malondialdeido — MDA), que s&do substancias
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reativas ao aquecimento do acido thiobarturico (TBA) formadas durante a
peroxidagdo em sistemas de membranas e microssomos. O MDA reage com o
TBA gerando um produto colorido réseo lido em espectofotobmetro (532nm)
(Draper HH. E cols., 1993).

As amostras (rim e aorta) foram homogeneizadas em 1 ml de tampéao
fosfato. Foi utilizado 200ul de homogenato para 400ul de acido tricloroacético
(TCA). Para o plasma, foi utilizado 200ul de amostra, diluidos em 600ul de TCA.
As amostras foram centrifugadas por 10 min em 1000rpm a 4°C). Separou-se
500ul do sobrenadante em um tubo de ensaio com tampa e adicionou 500ul de
TBA (0,67%). Os tubos foram colocados em um banho seco (100°C) por 30
minutos. Deixou esfriar por 5 minutos e posteriormente foi feita a leitura em
espectofotdmetro (532nm).

Para o calculo foi utilizado:

- Fator de Correcao (FC) médio do TBA — FC =[nmol.TMP]
Abs. ptn

- Abs. da amostra x FC médio = nmol de TBARS

- nmol de TBARS =+ quantidade de proteina da amostra (nmol de TBARS/mg

de proteina)

3.7 Atividade das Enzimas Antioxidantes

3.7.1 Superéxido Dismutase (SOD)

O produto resultante da reacao catalisada pelo SOD é o H,O, que deve ser
retirado do meio o mais rapido possivel. Uma unidade de enzima é definida pela

quantidade transformada em 1umol de substrato por minuto. A atividade
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enzimatica foi estimada pela inibicdo da auto-oxidacdo da adrenalina medida
espectofotometricamente (480nm). A adrenalina é oxidada pelo O," para formar
um produto réseo, adrenocromo (Bannister JV. & Calabrese L., 1982).

Foi utilizado 20, 40 e 60ul de cada amostra (rim e aorta) em cubetas
separadas. Em cada tubo foi adicionado 20ul de catalase (0,0024g/ml de agua
destilada — C9322, SIGMA) + 970ul de tampao glicina (0,75g em 200ml de agua
destilada — 32°C).

Para o calculo foi utilizado o alfa da reta de cada amostra em todas as
concentragdes utilizadas em planilha do excel. Os resultados foram ponderados
em mg de proteina.

3.7.2 Catalase

A catalase € uma hemoproteina que catalisa a degradagcéo do H,O, . Na
reacdo, uma das moléculas de peroxido de hidrogénio € oxidada a oxigénio
molecular e a outra é reduzida a agua. Este método mede a atividade da enzima
produzida pelas células e organelas em resposta a quantidade de peroxido de
hidrogénio, medido pelo espectrofotdmetro (Aebi H., 1984).

Foram utilizados 200ul de homogenato de rim e 20ul de amostra de plasma
em cubetas separadas (quartzo). Em cada tubo foi adicionado 1ml de tampao
fosfato (PBS) com perdxido de hidrogénio (25ml de tampéo para 40ul de H,O3). O
comprimento de onda utilizado foi 240nm e a leitura foi feita nos tempos 0, 30 e 60
segundos, a fim de observar o decaimento.

Para o calculo foi utilizado:
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A diminuicdo da Abs do primeiro segundo (0 segundos) pelo ultimo

segundo (60 segundos) = X

- Multiplicou-se o resultado por 2,361 (constante) > X.2,361=Y

- Este resultado foi multiplicado pela Abs do tempo 0 segundos — Y .« Abs.
tempo0=Z

- Dividir YporZ=W

- E por ultimo, dividir W pela quantidade de proteina da amostra (U de

catalase/ mg de proteina)

3.8 — Dosagem de Proteina
As proteinas totais das amostras estudadas foram quantificadas através do
método de Bradford em placa de ELISA (Jamef®), utilizando a albumina bovina

(SIGMA®) (Bradford MM.,1976).

3.9 - Analise estatistica

Todos os resultados sao apresentados como médiaterro padrao da média
do numero dos animais. Foi utilizado Analise da varidancia (ANOVA) seguido de
pos teste Bonferroni para comparagdo dos 4 grupos estudados e teste t-student
para comparagao dos pares de grupos, considerando valores de p<0,05 como

estatisticamente significativo.



35

4.0 Resultados

4.1 Pressao Arterial

Pressao arterial sistolica (PAS) dos grupos no final do experimento (90° dia
de tratamento com GSE) foi: Wistar-C: 127 + 1,60mmHg; Wistar-GSE: 125,2 +
0,73mmHg; SHR-C: 220,4 + 1,39mmHg e SHR-GSE: 126,9 + 0,86mmHg. Estes
resultados mostram uma diferencga significativa entre os grupos: Wistar-C e SHR-C
(p<0,001); Wistar-GSE e SHR-C (p<0,001); SHR-C e SHR-GSE (p<0,001). Nao

demonstrando diferenga estatistica entre os animais normotensos e o SHR-GSE.
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Figura 5 — Efeito do tratamento com GSE na pressao arterial sistdlica dos animais normotensos e
hipertensos, a partir do 40° dia de tratamento com o extrato da casca de uva. Valores estédo
expressos em média + erro padrao de > 6 animais por grupo. p<0,001 *SHR-C x Wistar-C; #SHR-C
x SHR-GSE; «» SHR-C x Wistar-GSE; 1+ SHR-GSE x Wistar-C; $ SHR-GSE x Wistar-GSE.

A suplementacdo com o extrato da casca de uva diminuiu a PAS dos animais

hipertensos (SHR-GSE) a partir da 50? semana de tratamento com o GSE. Este
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grupo chegou ao final do experimento com valor de PAS similar aos normotensos,

confirmando assim o efeito hipotensor do GSE.

4.2 Peso corporal

O Peso corporal total dos grupos no final do experimento (110 dias de vida)
foi: Wistar-C: 330,22 + 0,795g; Wistar-GSE: 332,44 + 1,958g; SHR-C: 294,0 +
2,592g e SHR-GSE: 292,33 + 1,732g. Nao houve diferenca estatistica entre os
animais tratados e nao tratados do mesmo grupo, porém foi observado uma
diferenca estatistica entre os animais normotensos e hipertensos: Wistar-C e

SHR-C; Wistar-GSE e SHR-C; W-C e SHR-GSE; W-GSE e SHR-GSE (p<0,001).
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Figura 6 — Efeito do tratamento com GSE na peso corporal total dos animais normotensos e
hipertensos, dos 20 aos 110 dias de vida. Valores estao expressos em média + erro padrao de > 6
animais por grupo. * Wistar-C x SHR-C; Wistar-C x SHR-GSE; Wistar-GSE x SHR-C e Wistar-GSE
x SHR-GSE, p<0,001. # Wistar-C x SHR-C e Wistar-GSE x SHR-C, p<0,05.
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4.3 Glicemia

Os animais SHR nao apresentaram diferenga nos niveis de glicemia de
jejum, quando comparados aos controles (Wistar-C: 116,6 + 9,72 mg/dl; Wistar-
GSE: 121,3 + 5,21 mg/dl; SHR-C: 99,1 + 4,66 mg/dl; SHR-GSE: 99,9 + 8,83

mg/dl), consequientemente o GSE nao alterou esse perfil nos animais tratados.
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Figura 7 — Efeito do tratamento com GSE na glicemia de jejum dos animais normotensos e
hipertensos, com 110 dias de vida e apés 90 dias de tratamento com o extrato da casca de uva.
Valores estdo expressos em média + erro padrdo de > 6 animais por grupo.
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4.4 Insulinemia
O grupo SHR apresentou uma diminuigdo dos niveis de insulinemia de jejum,
quando comparados com o0s animais normotensos, porém nao foi verificado
nenhuma agédo do extrato estudado (Wistar-C: 30,5 + 3,58 ng/ml; Wistar-GSE:
27,8 + 3,65 ng/ml; SHR-C: 18,6 + 1,87 ng/ml; SHR-GSE: 18,6 + 1,38ng/ml). Estes
resultados mostram uma diferencga significativa entre os grupos: Wistar-C e SHR-C
(p<0,05); Wistar-GSE e SHR-C (p<0,001); Wistar-C e SHR-GSE (p<0,05); Wistar-

GSE e SHR-GSE (p<0,001).
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Figura 8 — Efeito do tratamento com GSE na insulinemia de jejum dos animais normotensos e
hipertensos, com 110 dias de vida e apds 90 dias de tratamento com o extrato da casca de uva.
Valores estdo expressos em média + erro padrao de > 6 animais por grupo. * p<0,05.
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Através da Relagao Insulina /Glicose, utilizada para analisar a sensibilidade

a insulina, ndo observamos resisténcia a insulina nos animais hipertensos quando

comparados aos controles (Wistar-C: 0,26 + 0,03 Ul; Wistar-GSE: 0,24 + 0,03 Ul

SHR-C: 0,19 + 0,03 Ul; SHR-GSE: 0,2 + 0,03 Ul).
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Figura 9 — Efeito do tratamento com GSE na sensibilidade a insulina dos animais normotensos e
hipertensos, com 110 dias de vida e apds 90 dias de tratamento com o extrato da casca de uva.
Valores estdo expressos em média + erro padrao de > 6 animais por grupo.
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4.6 Triglicerideos Plasméticos

Foi observado um aumento nos niveis de triglicerideos plasmaticos no
modelo SHR, quando comparado aos animais normotensos (Wistar-C: 27,1 + 3,62
mg/dl X SHR-C: 48,5 + 2,84 mg/dl; p<0,05 e Wistar-GSE: 34,1 + 4,75 mg/dl X
SHR-C: 48,5 + 2,84 mg/dl; p<0,05) . Ao tratar os animais hipertensos com GSE,
obtivemos uma reducdo destes niveis a valores iguais a normalidade (SHR-C:
48,5 + 2,84 mg/dl X SHR-GSE: 32 + 3,88mg/dl; p<0,05; ndo havendo diferenca

estatistica entre os grupos SHR-GSE X Wistar-C e/ou Wistar-GSE).
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Figura 10 — Efeito do tratamento com GSE sobre os niveis de ftriglicerideos plasmaticos dos
animais normotensos e hipertensos, com 110 dias de vida e apds 90 dias de tratamento com o
extrato da casca de uva. Valores estdo expressos em média + erro padrdo de > 6 animais por
grupo. * p<0,05.
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4.7 Colesterol Total Plasmatico

O animal SHR apresenta niveis aumentados de colesterol total, quando
comparados aos animais normotensos (SHR-C: 48,22+6,016mg/dl X Wistar-C:
21,23+1,913mg/dl, p<0,05; SHR-C X Wistar-GSE: 28,16+2,720mg/dl, p<0,05). A
administragéo oral de GSE proporcionou uma diminuigcao significativa dos niveis
plasmaticos de colesterol total nos animais SHR (SHR-C: 48,22+6,016mg/dl X
SHR-GSE: 13,52+5,240mg/dIl, p<0,001). Nao havendo diferenga estatistica entre

os grupos SHR-GSE e Wistar.
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Figura 11 — Efeito do tratamento com GSE sobre os niveis de colesterol plasmaticos dos animais
normotensos e hipertensos, com 110 dias de vida e apds 90 dias de tratamento com o extrato da
casca de uva. Valores estdo expressos em média + erro padrao de > 6 animais por grupo. * p<0,05
e # p<0,001.
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4.8 Substancias Reativas do Acido Tiobarbittrico (TBARS)

4.8.1 Plasma

Foi observado uma maior formacado de subprodutos da lipoperoxidagéo
(malondialdeido — MDA) no plasma dos animais hipertensos (SHR-C),
caracterizando um aumento da peroxidagao lipidica no sangue destes animais
(Wistar-C: 0,42 + 0,17 nmol TBA/mg ptn. X SHR-C: 0,95 + 0,03 nmol TBA/mg
PTN.; p<0,001 e Wistar-GSE: 0,45 + 0,04 nmol TBA/mg ptn. X SHR-C: 0,95 + 0,03
nmol TBA/mg ptn.; p<0,001). Ao tratar os animais hipertensos com GSE,
obtivemos uma reducgéo das TBARS a valores iguais a normalidade (SHR-C: 0,95
+ 0,03 nmol TBA/mg ptn. X SHR-GSE: 0,54 + 0,04 nmol TBA/mg ptn.; p<0,001;
nao havendo diferenga estatistica entre os grupos SHR-GSE X Wistar-C e/ou

Wistar-GSE).
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Figura 12 — Efeito do tratamento com GSE sobre os niveis de TBARS no Plasma dos animais
normotensos e hipertensos, com 110 dias de vida e apds 90 dias de tratamento com o extrato da
casca de uva. Valores estdo expressos em média + erro padrdo de > 6 animais por grupo. *
p<0,001.
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4.8.2 Rim

Nao foi obsevado aumento na formacdo de TBARS no rim dos animais
SHR-C, quando comparados com o Wistar-C. Porém, o extrato diminuiu a
peroxidagéo lipidica nos grupo SHR-GSE, quando comparados ao SHR-C (Wistar-
C: 0,46 + 0,06 nmol TBA/mg ptn.; Wistar-GSE: 0,30 + 0,07 nmol TBA/mg ptn.;

SHR-C: 0,39 + 0,05 nmol TBA/mg ptn.; SHR-GSE: 0,17 + 0,04 nmol TBA/mg ptn.).
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Figura 13 — Efeito do tratamento com GSE sobre os niveis de TBARS no Rim dos animais
normotensos e hipertensos, com 110 dias de vida e apds 90 dias de tratamento com o extrato da
casca de uva. Valores estdo expressos em média + erro padrao de > 6 animais por grupo. *p<0,05
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4.8.3 Aorta

Nao foi observado aumento na formacdo de TBARS Na aorta dos animais
SHR. Consequentemente o GSE nao alterou esse perfil nos animais tratados
(Wistar-C: 0,75 + 0,2 nmol TBA/mg ptn.; Wistar-GSE: 0,62 + 0,12 nmol TBA/mg

ptn.; SHR-C: 0,50 + 0,09 nmol TBA/mg ptn.; SHR-GSE: 0,51 + 0,06 nmol TBA/mg

ptn.).
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Figura 14 — Efeito do tratamento com GSE sobre os niveis de TBARS na Aorta dos animais
normotensos e hipertensos, com 110 dias de vida e apés 90 dias de tratamento com o extrato da
casca de uva. Valores estdo expressos em média + erro padrdo de > 6 animais por grupo.
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4.9 Enzimas Antioxidantes.
4.9.1 Superoxido Dismutase (SOD)

4.9.1.1- Plasma

Nao foi observado diferenga na atividade da enzima superdxido dismutase
(SOD) no plasma dos animais hipertensos controle, quando comparados com 0s
normotensos controle (SHR-C: 85,19 + 5,03 U/mg ptn. X Wistar-C: 77,84 + 2,61
U/mg ptn.). O grupo SHR-GSE apresentou um aumento significativo na atividade
da SOD quando comparados com SHR-C (SHR-C: 85,19 + 5,03 U/mg ptn. X SHR-
GSE 295,83 + 25,46 U/mg ptn.; p<0,05), sendo o GSE eficiente também nos
animais normotensos tratados (Wistar-C: 77,84 + 2,61 U/mg ptn. X Wistar-GSE:

367,56 + 80,58 U/mg ptn.; p<0,05)
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Figura 15 — Atividade da enzima superoxido dismutase no plasma dos animais normotensos
(Wistar-C, Wistar-GSE) e hipertensos (SHR-C, SHR-GSE), com 110 dias de vida. Valores estédo
expressos em média + erro padrao de > 6 animais por grupo. *p<0,05
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49.1.2 - Rim

Nao foi observado alteragcdo na atividade da enzima superoxido dismutase
(SOD) no rim dos animais hipertensos controle, quando comparados com o0s
normotensos controle (SHR-C: 57,2 + 8,05 U/mg ptn. X Wistar-C: 72,0 + 12,9
U/mg ptn.). Porém, a suplementagdo com o extrato da casca de uva aumentou a
atividade desta enzima nos animais tratados (Wistar-C: 72,0 + 12,9 U/mg ptn. X
Wistar-GSE: 180,7 + 37,2 U/mg ptn.; p<0,05 e SHR-C: 57,2 + 8,05 U/mg ptn. X

SHR-GSE: 149,7 + 9,79 U/mg ptn.; p<0,05).
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Figura 16 — Atividade da enzima superdxido dismutase no Rim dos animais normotensos (Wistar-
C, Wistar-GSE) e hipertensos (SHR-C, SHR-GSE), com 110 dias de vida. Valores estdo expressos
em média + erro padrao de > 6 animais por grupo. *p<0,05.
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4.9.1.3 Aorta

Nao foi observado alteragcdo na atividade da enzima superoxido dismutase
(SOD) no rim dos animais hipertensos controle / GSE, quando comparados com
os normotensos controle (SHR-C: 38,8 + 7,09 U/mg ptn. X Wistar-C: 38,8 + 10,2
U/mg ptn. e SHR-GSE: 90,8 + 25,4 U/mg ptn. X Wistar-C: 38,8 + 10,2 U/mg ptn.).
Porém, os animais normotensos tratados com GSE apresentaram uma maior
atividade da SOD neste tecido (Wistar-C: 38,8 + 10,2 U/mg ptn. X Wistar-GSE:
159,6 + 56,4 U/mg ptn.; p<0,05 e SHR-C: 38,8 + 7,09 U/mg ptn. X Wistar-GSE:

159,6 + 56,4 U/mg ptn.; p<0,05).
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Figura 17 — Atividade da enzima superéxido dismutase na Aorta dos animais normotensos (Wistar-
C, Wistar-GSE) e hipertensos (SHR-C, SHR-GSE), com 110 dias de vida. Valores estao expressos
em média + erro padrédo de > 6 animais por grupo. *p<0,05.
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4.9.2 Catalase

4.9.2.1 Plasma

Nao houve alteragdo na atividade da enzima Catalase no plasma dos
animais estudados (Wistar-C: 5,58 + 0,22 U/mg ptn.; Wistar-GSE: 4,76 + 0,24

U/mg ptn.; SHR-C: 5,14+ 0,27 U/mg ptn.; SHR-GSE: 5,05 + 0,79 U/mg ptn.).
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Figura 18 — Atividade da enzima catalase no Plasma dos animais normotensos (Wistar-C, Wistar-
GSE) e hipertensos (SHR-C, SHR-GSE), com 110 dias de vida. Valores estao expressos em média

+ erro padrao de > 6 animais por grupo.
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4.9.2.2 Rim
Nao houve alteragcdo na atividade da enzima Catalase no rim esquerdo dos
animais estudados (Wistar-C: 5,43 + 0,06 U/mg ptn.; Wistar-GSE: 5,70 + 0,05

U/mg ptn.; SHR-C: 5,63 + 0,56 U/mg ptn.; SHR-GSE: 5,47+ 0,11 U/mg ptn.).
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Figura 19 — Atividade da enzima catalase no Rim dos animais normotensos (Wistar-C, Wistar-GSE)
e hipertensos (SHR-C, SHR-GSE), com 110 dias de vida. Valores estdo expressos em média +
erro padrao de > 6 animais por grupo.
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5. Discusséo

O presente resultado da agao anti-hipertensiva do GSE veio corroborar com
os trabalhos ja anteriormente publicados pelo nosso grupo (Soares de Moura e
cols.,2002; Soares de Moura e cols.,2004). Porém, este estudo nos mostra pela
primeira vez, que a suplementacdo com GSE reduziu a PA no modelo de
hipertensdo SHR. Entretanto, o extrato ndo alterou a PA dos animais
normotensos.

Estudos mostraram que o efeito hipotensor produzido pelo GSE, bem como
polifendis, parecem envolver um fator relaxante derivado do endotélio, como o NO,
visto que a sua resposta vasodilatadora foi reduzida significativamente pelo acido
deoxicolico e L-NAME, respectivamente em leito vascular mesentérico de ratos
(Soares de Moura e cols.,2002).

A hipertensao arterial esta associada com o aumento do estresse oxidativo
vascular, porém existem controvérsias a respeito do que acontece primeiro. Esse
estresse seria a causa ou a consequéncia do aumento da presséo arterial?
(Grossman E., 2008).

Diversos estudos relatam que o consumo moderado de vinho tinto é benéfico
para a prevencao e tratamento da HAS e que este efeito esta mais ligado a
quantidade de polifendis do que ao teor alcodlico do vinho (Peng N. e cols., 2005
& Lopez-Sepulveda R. e cols., 2008 ).

Sugerimos que o efeito salutar do GSE se equivale ao efeito do TEMPOL (4 —
Hidroxi — TEMPO 97% - mimético da SOD), o qual reduz a pressao arterial de

SHR, porém nao altera a PA nos animais normotensos (Ganten U. e cols., 1989),
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indicando que esta agao anti-hipertensiva do extrato esta relacionada em parte
mecanismos antioxidantes.

E sabido que os radicais livres e outros compostos ativos podem estar
envolvidos em varios processos biolégicos. O desequilibrio entre a formagéo e a
remogao destas espécies, decorrente da diminuigdo dos antioxidantes endogenos
ou ainda do aumento da geragdo de espécies oxidantes, gera um estado pro-
oxidante. Este processo favorece a ocorréncia de ataques dessas ERO a
componentes celulares, especialmente os lipideos. Assim, a peroxidacgao lipidica
provoca dano tecidual, o qual esta relacionado com a patogénese de varias
doencas, entre elas a hipertensao.

Encontramos um aumento de espécies do acido tiobarbiturico (TBARS) no
plasma dos animais hipertensos, caracterizando um aumento da peroxidagao
lipidica neste modelo animal. Resultado ja mostrado por Friedman e
colaboradores (Friedman J. e cols., 2003). O interessante foi que o GSE
proporcionou uma diminuicdo significativa desse estresse oxidativo, o que nos
mostra um efeito antioxidante do extrato de uva no plasma de animais
hipertensos.

De acordo com Li Sun e cols. (2006), os animais SHR apresentam um
aumento de mediadores pro-inflamatérios (IL-18, TNFa, ICAM-1, iINOS), que
diminuem a capacidade antioxidante em tecidos importantes como: rim, figado,
coracdo e cerebro (Sun L. e cols., 2006). Porém, em nossos estudos, nao
encontramos diferenca estatistica na peroxidacao lipidica no rim e aorta dos

animais SHR quando comparados aos controles. Contudo, verificamos uma
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diminuicdo de TBARS no rim dos animais SHR-GSE, o que nos sugere um efeito
protetor do GSE.

As enzimas antioxidantes constituem a principal barreira de defesa contra o
dano oxidativo. As mais potentes enzimas antioxidantes sdo a SOD, Catalase e
Glutationa Peroxidase. A SOD age catalisando a dismutagdo do anion superoxido
em peroxido de hidrogénio, ja a catalase transforma o peroxido de hidrogénio em
agua e oxigénio. A catalase € mais efetiva em niveis elevados de estresse
oxidativo (Cai H., 2005).

Os resultados encontrados da atividade da SOD na aorta vao de acordo
com estudos anteriormente publicados, onde ndo foi observado nenhuma
diferenca estatistica entre os grupos SHR e Wistar, sugerindo que o possivel
efeito oxidativo ndo se da pela diminuicdo desta enzima na aorta (Nakazono K. e
cols., 1991). Os animais Wistar tratados com GSE apresentaram um aumento
significativo da atividade da SOD neste tecido e nos SHR-GSE nossos estudos
mostraram uma tendéncia ao aumento desta enzima.

Nao foi encontrada diferenca estatistica na atividade de SOD nos rins dos
animais hipertensos, quando comparados aos controles. Contudo, os grupos
tratados com GSE (Wistar-GSE, SHR-GSE), apresentaram um aumento
significativo desta enzima do tecido estudado, elucidando o efeito antioxidante do
GSE. O que sugere, que o extrato da casca de uva, melhora a fungao
antioxidante.

Uma vez que nao foi encontrado estresse oxidativo nos tecidos analisados
(aorta, rim), € bastante plausivel que ndo haja diferenca na atividade da enzima

superoxido dismutase nos tecidos dos SHR-C quando comparados com Wistar-C.
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Ja no plasma, onde encontramos um aumento das espécies reativas do acido
thiobarbiturico nos animais SHR-C e uma reducdo dessas espécies nos SHR-
GSE, verificamos um aumento significativo da SOD nos animais tratados (SHR-
GSE e W-GSE), o que nos sugere, que esta diminuigdo da peroxidagao lipidica no
plasma, se da através do aumento da enzima superoxido dismutase, aumento
este potencializado pela administragcao do extrato de uva. Estudos mostram, que a
atividade da SOD no plasma esta inversamente relacionado com a pressao arterial
em pacientes com hipertensao (Simic DV. E cols., 2006).

Nao foi observada diferenca estatistica na atividade da catalase nos animais
hipertensos e tao pouco mudanca desta nos animais tratados com GSE.

Conforme dito anteriormente, a Catalase € mais efetiva em casos de elevado
dano oxidativo, o que nos sugere que o estresse nos tecidos dos animais
estudados nao esta elevado a ponto de diminuir a sua atividade.

Estudos demonstram que o modelo experimental de hipertensdo essencial
(SHR) apresenta ainda intolerancia a glicose, hiperinsulinemia e resisténcia a
insulina quando comparados com animais normotensos (Swislocki A. e cols., 1993
& Hulman S. e cols., 1991). Mesmo anormalidades no metabolismo da glicose e
na agao da insulina sendo encontrados no SHR (Gouveia LMFB. E cols., 2000)
nao obtivemos os mesmos achados neste estudo, onde a glicemia plasmatica
apresentou valores fisiolégicos entre os animais estudados, caracterizando que o
nosso modelo SHR é euglicémico. Resultado este, que estade acordo com o
estudo publicado por Swislocki e cols. em 1997, onde n&o encontra alteragao na
glicemia de animais hipertensos. Além disso, contradizendo os estudos

anteriormente relatados, observamos uma diminuicdo da insulina plasmatica no
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nosso modelo de hipertensdo, quando comparados aos controles e nao
encontramos diferengca na sensibilidade a insulina entre os grupos estudados. A
explicacdo para estes resultados seria a afirmagdo que variagdes individuais no
“background” genético dos SHR podem influenciar a evolugéo da hipertenséo e no
metabolismo dos mesmos (Pinto,Y.M. e Ganten, D., 1998).

De acordo com a literatura (Mulvany M.J. e N. Niborg, 1980),animais
normotensos apresentam peso corporal significativamente mais elevados que os
SHR, o que vém corroborar com os resultados encontrados neste estudo. Porém o
GSE nao apresentou influéncia no ganho ou perda ponderal.

A hipertensao arterial esta diretamente relacionada com alteracdes no perfil
lipidico (The Seventh Report of the Joint National Committee on Prevention,
Detection, Evaluation and Treatment of Hight Blood Presure, 2004).
Anormalidades no metabolismo do colesterol e triglicerideos sdo comumente
encontradas no modelo de hipertensado essencial (Lerman LO. e cols., 2005). De
acordo com Lerman, encontramos um aumento significativo do colesterol total e
triglicerideos no plasma do SHR, quando comparados aos normotensos. Porém,
pela primeira vez, o GSE mostrou-se eficaz, como agente hipocolesterolémico e
Hipotrigliceridémico, reduzindo esses niveis, no plasma dos animais hipertensos
tratados com extrato, a valores de normalidade.

O mecanismo pelo qual o0 GSE induz a diminuigdo da PA nos animais SHR
ainda nao esta completamente esclarecido. Os compostos fendlicos presentes no
vinho tinto reduzem e/ou neutralizam os radicais livres e promovem a formagao de
NO (Marfella e cols., 2006). Este entao, seria o possivel mecanismo sugerido para

o efeito antihipertensivo do GSE, ja que o extrato aumenta a producdo de NO



95

(Soares de Moura e cols., 2002; Soares de Moura e cols., 2004) provavelmente
induzido pelo aumento das enzimas antioxidantes e uma diminuicdo da
peroxidacao lipidica. Todavia, mais estudos serdo necessarios para elucidar o
mecanismo pelo qual e extrato de uva GSE atua no controle da hipertensao

arterial.
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6. Concluséo

De acordo com nossos resultados concluimos que o extrato de casca de
uva apresenta um efeito anti-hipertensivo, antioxidante e redutor dos niveis
plasmaticos de colesterol e triglicerideos, efeitos que podem participar da agao
cardioprotetora da ingestdo moderada de vinho tinto. Este estudo sugere uma
possibilidade pré-clinica do efeito protetor do extrato obtido das uvas em pacientes

com hipertensao.
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