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RESUMO

As alteragOes renais induzidas pela restricdao de proteinas na dieta
materna durante a gestacao (RPM) podem estar relacionadas ao
surgimento de um ambiente oxidativo fetal. OBJETIVO: investigar os
efeitos da administracao de extrato de cascas de uvas viniferas (GSE)
sobre o dano oxidativo e a morfologia renal da prole de fémeas sob
RPM. METODOLOGIA: Foi analisada a agao do GSE sobre os rins de
proles de camundongos C57/BI-6 de 1 dia de vida provenientes de
matrizes que receberam dietas isocaldricas contendo 19% (Controle e
Controle+GSE-200mg/kg/dia) ou 6% de proteinas (RP e RP+GSE-
200mg/kg/dia) durante a gestacao. A morfologia renal foi avaliada
gquanto ao numero de glomérulos totais (N[glom]), relacao
glomérulos vascularizados e glomérulos avascularizados (v-
N[glom]/a-N[glom]), volumes corticais (CV) e medulares (MV) e
volume médio do glomérulo (Vm). As atividades de superdxido
dismutase (SOD) catalase (CAT) hepaticas, assim como o dano
oxidativo lipidico renal e hepatico foram aferidos. ANALISE
ESTATISTICA: teste x2 para analise de freqliéncias de natimortos e
incidéncia de género, ANOVA one-way seguida de Newman-Keuls
para dados biométricos. ANOVA Kruskal-Wallis seguido do pds-teste
de Dunn para dados estereoldgicos. Anadlise de correlacdo e regressao
bivariada: numero de glomérulos N[glom] vs. massa corporal. As
diferengas entre os coeficientes angulares foram avaliadas Teste-t de
Student RESULTADOS: Nao houve diferenga quanto a incidéncia de
nascimentos. A administracao GSE impediu a redugao na relagao
glomérulos maduros/imaturos e correlacdo do N[glom] com a massa
corporal (r=0,95, p<0,001), elevou a atividade de CAT hepatica que
estava 20% diminuida (p<0,05) e protegeu o rim do dano oxidativo
lipidico observados no grupo RP. Nao houve diferenca nos volumes
renais, porém o grupo RP teve o VM reduzido em 15% (p<0,05)
gquando comparado ao grupo Controle. A relagao (v-N[glom]/a-
N[glom]) foi menor no grupo RP. A administragcao de GSE restaurou
esse pardmetro. CONCLUSAO: Todos os resultados observados levam
a conclusao de que a administracao de GSE foi benéfica para a
preservacao da morfologia renal na prole de fémeas que receberam
dieta hipoprotéica durante a gestacdo, possivelmente via sua acgao
antioxidante e vasodilatadora.

Palavras-chaves: Restricdo protéica; estresse oxidativo; morfologia
renal; extrato de casca de uva.
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ABSTRACT

Maternal protein restriction (MPR)-induced morphological renal injury
might be associated with fetal oxidative stress. OBEICTIVE: To
investigate the effect of vinifera grape skin extract (GSE) on renal
oxidative damage of MPR 1-day-old offspring. METHODS: Offspring of
C57/Bl-6 were used. Dams were fed either isocaloric diets with 19%
protein (Control and Control+GSE-200mg/kg/day) or 6% protein (RP
and RP+GSE-200mg/kg/day) throughout  gestation. Renal
morphology — glomerular number N[glom]; renal maturity —
vascular glomeruli and avascular glomeruli ratio (v-N[glom]/a-
N[glom]); medullar (MV) and cortical (CV) volumes, as well as
glomerular volume (Vm) — was analyzed. Hepatic superoxide
dismutase (SOD) and catalase (CAT) activities were evaluated as well
as hepatic and renal lipid peroxidation levels were measured.

DATA ANALYSIS: Frequencies of offspring dead were analyzed using
y2test. One-way ANOVA followed by Newman-Keuls test for analyzing
biometrical data; one-way Kruskal-Wallis followed by Dunn test for
stereological data. The correlation between the numbers of glomeruli
(N[glom]) versus body mass was verified through a bivariate study
using an allometric model. The differences among angular coefficients
were tested by Student s t-test.

RESULTS: No difference was observed on birth frequencies. GSE
protected against glomerular loss (r=0.95, p<0.001) and renal
immaturity in the offspring. Hepatic CAT activity was 20% lower and
lipid peroxidation levels were higher in RP group (p<0.05).GSE
treatment restored these parameteres. Cortical volumes were similar
among groups, however VM in RP group was 15% lower in RP group
(p<0.05) when compared with Control group. Vascular
glomeruli/avascular glomeruli ratio was lower in RP group. GSE
treatment restored this parameter. CONCLUSION: Our results taken
together indicate that GSE treatment showed benefic morphological
effects on maternal protein restricted-offspring, probably through its
antioxidant and vasodilator effects.

Key-words: Protein restriction; oxidative stress; renal morphology;
grape skin extract.
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I - REVISAO DE LITERATURA

1- Hipotese da Origem Fetal das Doengas

Muitos estudos epidemioldgicos em populacdes distintas de todo o
mundo demonstraram uma associagao entre baixo peso ao nascimento e o
surgimento de hipertensdo, resisténcia a insulina, diabetes tipo II e
doencgas cardiovasculares (Barker 1998), mostrando que o ambiente intra-
uterino é primordial na formacdo de um individuo saudavel (Barker et al.
1990). Esta associacao parece ser independente de estilos de vida
classicos como o tabagismo, o peso durante a vida adulta, classe social,
alcool, falta de exercicios fisicos, mas que, contudo, sdo fatores

agravantes dos sintomas (Barker et al. 1993).

A restricdo ou retardo do crescimento intra-uterino (RCIU) esta
diretamente ligada a alteragdes na estrutura ambiental intra-atero e
descreve uma diminuicao na taxa de crescimento fetal que impede a
crianca de obter seu potencial de crescimento completo (Brodsky and
Christou 2004). Dois padroes de retardo do crescimento fetal podem ser
observados: RCIU simétrico e RCIU assimétrico. Se o crescimento fetal for
prejudicado durante o primeiro ou segundo trimestre de gestacdo, o feto
terd RCIU simétrico. Esta proporcao no déficit de crescimento é causada
pela reducao da proliferacao celular de todos os 6rgdos e ocorre em
aproximadamente 20 a 30% das criancas que sofrem RCIU. Caso a
crianca tenha uma diminuicao no tamanho abdominal quando comparado
ao tamanho da cabeca, esta apresenta RCIU assimétrico. Este efeito
poupador do desenvolvimento da cabeca é a forma mais comum
(aproximadamente 70% a 80% dos casos) e é atribuido a habilidade do
feto de responder a esses estimulos deletérios redistribuindo o fluxo
sanguineo para as circulacbes do baco, da glandula supra-renal,
coronariana e cerebral (Lin et al. 1991; Robinson et al. 1991; Jackson et
al. 1996).
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1.a. Programacao Fetal

A “Programacdo Fetal” foi proposta como mecanismo provavel de
resposta fetal que resultaria em RCIU. Esta hipotese propde que estimulos
ou insultos agindo durante periodos criticos ou vulneraveis do crescimento
e/ou desenvolvimento, estagios de crescimento rapido, maturacao ou
proliferacao celular, podem alterar permanentemente tanto a estrutura
quanto a funcdo dos tecidos. Estas alteracdes sao, contudo, necessarias
para a sobrevivéncia do organismo (Lucas 1991). Algumas mudancas
podem, entretanto, comprometer o bem-estar do individuo na vida futura.

O processo de “programacdo’ ¢é caracterizado por a) alta
susceptibilidade a lesdbes  durante periodos  ontogénicos do
desenvolvimento; b) efeitos persistentes até a vida adulta; c) efeitos que
podem ser medidos ou especificados - entretanto podem variar de
individuo para individuo; d) relacdo dose-resposta ou limiar entre uma
exposicao especifica e efeitos futuros (Lucas 1991). Embora alguns
autores utilizem o termo “/imprinting’ ao invés de “programacdo” para as
alteracdes supracitadas (Waterland and Garza 1999), ambos refletem as
caracteristicas apresentadas (Lucas 2000).

Duas maiores hipdteses ambientais foram propostas para explicar os
mecanismos que associam o RCIU com doengas no adulto: a ma nutricdo
fetal (Barker et al. 1989) e a exposicao fetal excessiva a glicocorticdides
(Edwards et al. 1993). Uma terceira hipdtese sugere que fatores genéticos
poderiam afetar tanto o baixo peso quanto o subsequente risco de

desenvolvimento de doencas cardiovasculares (Dunger et al. 1998).

15



1.b. Ma Nutrigdo Fetal

Originalmente citada por David Barker e colaboradores, a hipdtese
da origem fetal das doencas na vida adulta descreve que fatores
ambientais, principalmente a nutricao, atuam na vida neonatal como
agentes de risco para o surgimento de doencas cardiovasculares e
metabdlicas na vida adulta resultando em morte prematura (Barker
1994). Através de estudos epidemioldgicos anteriores, Barker e
colaboradores constataram que havia uma correlacao entre baixo peso ao
nascimento, oriundo de uma nutricao materna deficiente, e morte por
doengas cardiovasculares e acidentes vasculares (Barker et al. 1989),
resisténcia a insulina e diabetes tipo II (Barker 1998).

O suprimento de nutrientes para o feto é o fator de maior
importancia na regulacdo de seu crescimento. Este depende da
composicao e tamanho maternos, seus estoques de nutrientes, o tipo de
alimento ingerido durante a gestacdao e transporte de nutrientes através
da placenta. Esta longa e vulneravel série de eventos constitui a linha de

suprimento fetal (Harding 2001) (Figura 1).

3 Feto
Mae Placenta —
Dieta StatusMetabolico | Fluxo  [Transporte e Fluxo | StatusMetabdlico
e —> " — ¢
Materna Status Endécrino | sanguineo ol Sul Sanguineo | StatusEndécrino
terino Umbillical

Figura 1. A linha de suprimento fetal. (Harding 2001)

Mudancas relativamente grandes na dieta materna podem ter
impacto reduzido sobre a nutricao fetal se a capacidade da linha de
suprimento fetal permitir uma margem de seguranga para o crescimento
fetal (Harding 2001).

A placenta possui varios papéis como um componente importante na

linha de suprimento fetal e por esta razao, critica para a dissociagcao entre
16



a nutricdo materna e fetal. A evidéncia mais 6bvia da influéncia
placentaria sobre a nutricdo fetal estd na sua capacidade de transportar
nutrientes da circulagdao materna para a fetal, podendo ser afetada pelo
ambiente nutricional materno (Erel et al. 2001; Bajoria et al. 2002).

Desta forma, o feto so6 se torna mal nutrido quando a sua demanda
por nutrientes excede o suprimento oferecido. A capacidade que o feto
possui para sustentar seu crescimento durante o periodo de ma nutricao
depende de sua taxa de crescimento, quanto mais alta a demanda por
nutrientes, menos o feto ird suportar os efeitos da ma nutricao (Barker
2001).

Como outros seres vivos, o ser humano é capaz de responder a ma
nutricdo. Estas respostas incluem a redistribuicdo do fluxo sanguineo,
alteracbes metabdlicas e mudancas na producao de hormonios fetais e
placentarios que controlam o crescimento. As alteracdes no fluxo
sanguineo tém como principal objetivo proteger o cérebro dos efeitos da
ma nutricdo. No que se refere ao metabolismo, a resposta imediata a
desnutricdo é o catabolismo de substratos para obtencdao de energia
(Barker 1998). Apds este periodo inicial, ocorre uma desaceleracao do seu
crescimento, o que aumenta as chances de sobrevivéncia do feto, uma
vez que ele reduz a sua taxa metabdlica e uso de substratos (Fowden
1995). As mudancas enddcrinas incluem a redugao nas concentragdes de
insulina e IGF-1, o que contribui para a reducao do crescimento fetal.
Embora a desnutricdo reduza estes hormdbnios, ha o aumento na
concentracdao de cortisol, o qual esta ligado a diferenciacdo celular
(Harding and Johnston 1995). Entretanto, apesar desses esforcos, ainda
ha reducao do crescimento intra-uterino (Figura 2).

Varios modelos experimentais de ma nutricdo fetal utilizam
manipulacdo da dieta e limitacdo do consumo materno de proteinas ou
energia. Sendo assim, podem reproduzir muitos dos fendémenos

observados em estudos epidemioldgicos.
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o Dleta Fluxo Transferéncia
Composiggo corporal maberna Otero-placentaric  placentaria Genoma fetal

BN |~

Demanda de nutrientes > suprimento placentario
i
Desnutrigdo fetal
Hipoxemia Alteragbes Metabolicas Mudangas endécrinas
Redistribuicdo do fluxo sanguineo  10%1dag&o de aminoécidos eCortisol
toxidacdo de lactatos tinsulina, IGF-1
I oxidacdo de galactose 1 hormf;nio do
! arescimento
v
PROGRAMACAQ
FETAL

Figura 2. Alteracdes devidas a desnutricao fetal. IGF-1 = fator de

crescimento semelhante a insulina-1 (Barker 1998).
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1.c. Manipulacdo da Dieta Materna

As manipulacdes dietéticas por restricdo de vitamina A, ferro ou
suplementacdo de gordura tém sido o foco de varios trabalhos, tanto em
roedores quanto em ovinos. Entre eles, os modelos onde a restricao
ocorre durante o periodo pré-natal se destacam.

A restricdo materna de ferro leva a alteracao na funcao hepatica
com prejuizo ao metabolismo de triglicérides e colesterol (Zhang et al.
2005), hipertensdo e diminuicao do numero de glomérulos (Lisle, Lewis et
al. 2003), possivelmente devido a reducdo da vascularizacdao placentaria o
que resulta em retardo do crescimento intra-uterino (Lewis et al. 2001).
AlteracgOes renais relacionadas a formacdo renal também foram vistas em
modelos onde ha deficiéncia materna de vitamina A (Lelievre-Pegorier et
al. 1998). Além disso, a utilizacdo de uma dieta materna rica em gordura

é capaz de produzir disfuncdo vascular na prole (Koukkou et al. 1998).

1.c.1 Restrigao Caldrico-Protéica

A partir de estudos com individuos expostos a “Dutch Hunger
Winter”, ou “Inverno de Fome Alemao”, um grande numero de pesquisas
sobre a restricao de nutrientes da dieta materna foi desenvolvido para
mimetizar a restricdo caldrica vivida pelas mulheres gravidas naquela
época. A grande maioria destes estudos foi realizada em ratos e a
intensidade varia de branda (30% de reducao da ingestao de calorias),
moderada (50% de reducdo da ingestao de calorias) a intensa (70% de
reducdo da ingestdao de calorias).

Sao descritas alteragbes cardiovasculares (Ozaki et al. 2001;
Almeida and Mandarim-de-Lacerda 2005) e renais (Zeman 1983; Almeida
and Mandarim-de-Lacerda 2005) na vida adulta, alteragbes no
desenvolvimento pancreatico (Garofano et al. 1997; Garofano et al. 1998;

Bertin et al. 2002) e resisténcia a insulina (Holemans et al. 1996).
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1.c.2. Restrigdo Protéica

Varios modelos animais de restricdo protéica materna foram
descritos para mimetizar a desnutricdo sofrida por paises em
desenvolvimento. Partindo da quantidade total de proteinas na dieta (de
20 a 23%), foram realizadas restricoes brandas (de 18% a 15% de
proteinas na dieta), moderadas (12% a 8%) e intensas (de 5% a 0%).
Foram utilizadas dietas isocaldricas a fim de avaliar o efeito somente da
restricao de proteinas sobre o desenvolvimento da prole.

Das alteracdes encontradas, sao destaques a hipertensao arterial
(Langley and Jackson 1994; Langley-Evans and Jackson 1996; Kwong et
al. 2000) e doencas cardiovasculares, havendo também danos em nivel
pancreatico levando ao diabetes mellitus (Petrik et al. 1999; Merezak et
al. 2001).
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1.d. Exposicdo Fetal a Glicocorticéides

Os glicocorticdéides tém sido bem caracterizados como agentes
programadores do desenvolvimento fetal, podendo refletir uma acao
negativa de seu papel natural de promocao da diferenciacao e maturagao
de tecidos (Ballard 1979; Thakore and Dinan 1994).
A exposicdo aos glicocorticéides sintéticos resulta em RCIU tanto em
humanos quanto em animais (Reinisch et al. 1978). Além disso, os
glicocorticéides sao potentes reguladores negativos da expressao de
diversos genes responsaveis pela maturacao de varios d6rgdaos como o
coracao, pulmao e rins. O feto é protegido de tal acdo por duas vias: a) A
glandula supra-renal se torna ativa somente ao final do periodo
gestacional (Chatelain et al. 1980); b) ha a producdao placentaria da
enzima 11-B-hidroxiesteroide desidrogenase II (11-B-HSD II) que inibe a
acao dos glicocorticoides endégenos. No rato, a 11-B-HSD II metaboliza a
corticosterona em 11-dehidrocorticosterona (forma inerte). Gestacoes
com atividade reduzida da 11-B-HSD II, o que caracteriza uma reagao de
estresse materno, levam a super-exposicao do feto a glicocorticdides
resultando na reestruturacdao do Eixo-Hipotalamico-Hipofisario-Adrenal
(EHHA). A programacdao do EHHA pela restricao protéica materna pode
levar a hipertensao pelo aumento da sensibilidade dos receptores de
esterdides nos vasos da prole restrita, o que resulta num elevado uptake
de sodio e calcio pelas células musculares lisas. A angiotensina II € um
potente agente pressor e a modulacdo do numero de seus receptores
pelos glicocorticéides pode representar o mais importante mecanismo pelo
qual os glicocorticdides elevam a pressdao arterial (Langley-Evans 1996,

Langley-Evans 1997).
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1.e. Fatores Genéticos e Programacgao Fetal.

O alelo 825T do gene GNB3 que codifica a subunidade B3 das
proteinas ligantes de guanina trifosfato heterotriméricas, ou proteinas G,
ganhou destaque nas pesquisas sobre programacao fetal. Muitos
hormoénios e neurotransmissores usam receptores especificos que
interagem por ligagdes nado-covalentes com proteinas G em seus
processos de sinalizacao transmembrana (Neer and Clapham 1988). A
proteina G contém subunidades de heterodimeros alfa, beta e gama. A
subunidade B3 preferencialmente se liga a proteina G inibidora (G;). O
fenotipo molecular deste alelo é caracterizado por um aumento do sinal de
traducao via proteinas G através da geracdao de moléculas denominadas
GB3s, variantes obtidas apds o splicing. O gendtipo homozigoto para
GNB3 825T tem sido associado com o aumento do indice de massa
corporal em diferentes populacdes, ja que sua ativacdao pode estimular a
adipogénese (Moxham et al. 1993; Hegele et al. 1999; Siffert et al. 1999).

Um polimorfismo comum (825 C/T) em 10 éxons do gene GNB3,
gue codifica a subunidade B3, foi descoberto recentemente e parece estar
associado com o fenodtipo hipertensivo dos individuos portadores desse
polimorfismo (Siffert et al. 1998; Siffert 2000). Além disso, Hocher e
colaboradores destacam que maes sadias que geraram filhos com baixo
peso ao nascimento possuiam o alelo para 825T (Hocher et al. 2000). E
sabido que o conceito classico de programacao fetal propde que a nutricao
materna durante a gravidez causa alteragdes duradouras no feto que
resultariam em baixo peso ao nascimento, aumentando o risco de doencas
cardiovasculares (Barker 1993).

Siffer, em 2001, prop6s outra visdo sobre a analise de Hocher, ja
gue o risco de individuos com o alelo 825T, provenientes de maes sadias,
de desenvolver doencgas cardiovasculares na vida nao resulta da
programacao fetal, mas da presenca do alelo em si, uma vez que aumenta
a vasoconstricdo das artérias corondrias (Baumgart et al. 1999), a

ativacao de celulas imunes (Virchow et al. 1998; Virchow et al. 1999),
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agregacao plaquetaria (Naber, Hermann et al. 2000) e desregulacdo dos
canais de potassio cardiacos (Dobrev et al. 2000). Siffer considera que o
alelo da subunidade B3 da proteina G poderia somente ser um risco, € nao
um fator determinante, para o desenvolvimento de baixo peso ao
nascimento (Hocher et al. 2001).

Recentemente, a redugdao na expressao e de modificacdes das
histonas H3 e H4 localizadas na regiao promotora de genes importantes
como o IGF-2 (Fator de crescimento semelhante a insulina-2), cuja fungao
principal é induzir o crescimento durante a gestacao, foram diretamente
associadas a restricdao protéica materna em animais com fenétipo de baixo
peso ao nascer (Sharif et al. 2007).

Estes estudos destacam que as alteragdbes ambientais podem
influenciar a expressao de genes importantes no processo de

desenvolvimento fetal, originando uma gama de doencas na vida adulta.
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2- Programacao das Doengas Cardiovasculares e Renais

As doencas cardiovasculares (DCV), nas quais estdo incluidas a
doenca coronariana, derrame e doenca vascular periférica, sao as maiores
causas de morte nos paises em desenvolvimento. Contudo, seus indices
nos paises em desenvolvimento aumentam a cada ano. A teoria da origem
fetal das doencas surge como explicacdao para essa alta incidéncia.

Em 1987, Barker e colaboradores (Barker et al. 1989; Osmond et al.
1993) relataram que o0 peso ao nascimento e comprimento aos 12 meses
de vida estavam associados com o aumento do risco de morte por
doencas cardiovasculares e derrame em homens e mulheres nascidos em
Hertfordshire, Inglaterra, nos anos entre 1911 e 1930 (Figura 3). Um
outro estudo, realizado com 15.000 homens e mulheres suecos, mostrou
gue a incidéncia de doencas isquémicas cardiacas aumentou em
individuos que estavam abaixo do peso normal ao nascimento (Leon et al.
2000). O mesmo se repetiu no estudo americano “Nurses Study”, no qual
uma relagao negativa foi observada entre peso ao nascer e a presenca de
DCV e derrames nao-fatais (Rich-Edwards et al. 1997). A associagao entre
0 peso ao nascer e doencgas cardiovasculares continuou sendo relatada em
varios outros estudos (Frankel et al. 1996; Frankel et al. 1996; Martyn et
al. 1996; Stein et al. 1996). Tal associagao nao foi evidenciada em estudo
sueco realizado com gémeos, 0s quais normalmente apresentam baixo
peso ao nascimento por razdes que independem das condigcdes socio-
econdmicas. O baixo peso apresentado por esta populacdo nao constitui
um risco para o desenvolvimento de doeca cardiaca na vida adulta
(Vagero and Leon 1994). Desta forma, os autores sugerem que o
surgimento de doencas cardiovasculares na vida adulta tenha mais
relacdo com a nutricdo materna e condigdes soécio-econdmicas do que

simplemente com o peso ao nascer.
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Figura 3. Mortalidade por doengas coronarianas em 8.175 homens
nascidos entre 1911 e 1930 de acordo com o0 peso em 1 ano. Adaptado de
(Osmond, Barker et al. 1993).
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Brenner e colaboradores originalmente propuseram que a teoria da
hipertensao essencial, associada a hipotese do RCIU, é uma conseqliéncia
da reducdo do numero total de néfrons, levando a retencao de sddio e
aumento da taxa de filtracao glomerular com glomeruloesclerose (Brenner
et al. 1988). O individuo entraria num ciclo onde a pressao arterial média
continuaria a aumentar para manter a funcao hemodinamica e resultaria
em dano renal irreversivel (Brenner et al. 1982; Mackenzie and Brenner
1995; Mackenzie et al. 1996; Brenner and Mackenzie 1997) (Figura 4).
Um estudo recente mostrou que em humanos o niumero de néfrons varia
de 227.327 a 1.825.380 e que ha uma correlacao forte que prediz um
aumento de 257.426 néfrons para cada quilo de peso ganho ao nascer
(Hughson, Farris et al. 2003), corroborando a relacao negativa entre peso

ao nascer e pressdo arterial.
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Nutrigdo materna pobre

I NUmero de nefrons

I TFG/nefrén

TPerfuséo
Hipertrofia

Glomeruloesclerose focal

|

1 Pressao Arterial

Figura 4. Resumo diagramatico de como alteragcdes durante o processo de

nefrogénese podem resultar em hipertensao no adulto. TFG - taxa de filtragao

glomerular.
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2.a Programacgao da Hipertensao Arterial

2.a.1 Estudos Epidemioldgicos: Peso da Placenta

A relagdao entre o baixo peso ao nascimento e o elevado peso da
placenta também prediz uma elevacao da pressdo arterial na vida adulta.
Estudos em pacientes australianos (Law et al. 1991) e ingleses (Barker et
al. 1992), com idades variando entre 4 e 40 anos de idade mostram que
ha uma relagdo inversa entre o peso da placenta e o peso do feto, sendo a
associacao com a elevacao da pressao arterial relativa ao aumento da
placenta. Moore e colaboradores destacam que a elevagao da pressao
arterial ja pode ser vista mesmo em individuos de 8 anos de idade (Moore
et al. 1996). Em contrapartida, existem trabalhos em que essa relagao
esta inversa e o baixo peso placentario leva a elevacao da pressao arterial
(Martyn et al. 1996; Forsen et al. 1997; Thame et al. 2000). (Tabela 1)
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Fenotipo

Alteragdes cardiovasculares

Referéncias

Baixo peso
placentario
Baixo volume
placentario
Alto peso
placentario
Alto peso
placentario
Alto peso
placentario
Razdo placentaria
elevada
Razdo placentéaria

elevada

Baixo peso da
placenta
Razao placentaria
baixa
Razao placentaria

elevada

Baixo peso

placentario

Presséo Arterial

1 PA no adulto

1 PA na infancia

1 PA no adulto

1 PA na infancia

1 PA na infancia

T PA no adulto

T PA no adulto

Doenca coronariana
1 Doenga coronariana em
homens
1 Doenca coronariana em
homens
1 Doenca coronariana em

mulheres

Derrame

1 Incidéncia de derrames

(Campbell et al. 1996)

(Thame et al. 2000)

(Barker et al. 1990)

(Law et al. 1991)

(Moore et al. 1996)

(Barker et al. 1992)

(Moore et al. 1999)

(Forsen et al. 1997)

(Martyn et al. 1996)

(Forsen et al. 1999)

(Martyn et al. 1996)

Tabela 1. Associacdes entre o peso da placenta e a relagao peso da placenta/peso

ao nascimento (razao placentaria) e alteracGes cardiovasculares. PA — pressdo arterial.
(Adaptado de Godfrey 2002).
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2.a.2 Estudos Epidemioldgicos: Peso ao Nascimento

No final dos anos 80, Gennser e colaboradores revelaram que o risco
de aumento da pressao diastodlica era significativamente alto em um grupo
de homens alistados para o exército que tinham sido pequenos ao nascer.
Nele, os autores concluiram que ser pequeno para a idade gestacional
poderia ser um indicativo para a elevada pressao arterial na vida adulta
(Gennser et al. 1988) e, portanto, um agravante para o0 risco
cardiovascular. Essa associacao foi observada em estudos posteriores,
mais robustos, onde cerca de 66.000 pessoas de todas as idades foram
incluidas (Law and Shiell 1996).

Contudo, tem se discutido a nogao de que avaliar somente o peso ao
nascer seria uma medida grosseira do peso fetal que nao distingue um
bebé raquitico de um magro, diferencas no tamanho da cabecga, ou
variagdes no balanco entre tamanho fetal e tamanho da placenta. Através
das anadlises dos dados do Sharoe Green Hospital em Preston, foram
definidos dois tipos de bebés que desenvolveram pressao arterial elevada:
a) bebés magros, com um indice ponderal baixo (peso ao
nascer/comprimento3) e com circunferéncia cranial abaixo da média e b)
bebés que apresentaram desproporcao entre os tamanhos do tronco e
cabeca, caracterizada pela razao circunferéncia do cranio/comprimento
elevada (Barker et al. 1992).
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2.a.3. Estudos Experimentais: Alteracdes Cardiovasculares

O melhor e mais bem caracterizado modelo animal para a hipotese
de Barker foi aquele que utilizou a administracao de dietas maternas
contendo baixa quantidade de proteinas durante a gestacdo. Estes
estudos foram baseados nas observagbes iniciais de Zerman e
colaboradores onde uma dieta contendo 40-60 g de proteinas/kg
(restricdo de 67%-50% de proteinas) resultava em baixo peso ao
nascimento (Zeman 1968; Zeman and Stanbrough 1969).

Langley e Jackson descreveram que a administracao de uma dieta
contendo 60g, 90g ou 120g de proteinas/kg de dieta as ratas gestantes
resultaria em proles com pressoes arteriais elevadas, apesar das fémeas
terem sido alimentadas com a dieta do grupo controle logo apds o
nascimento da prole (Langley and Jackson 1994).

Os estudos seguintes concentraram-se nos efeitos a longo prazo da
utilizacao de uma dieta contendo 9g/kg de proteinas na dieta (restricdo de
15% de proteinas). As proles apresentaram distlrbios no crescimento
fetal (Levy and Jackson 1993; Langley-Evans and Nwagwu 1998), sendo
os fetos menores que seus respectivos controles entre os dias 14 e 20
(Langley-Evans et al. 1996). Esse efeito no crescimento é aumentado se a
restricdo ocorrer no inicio da gestacao, entre o dia 0 e o dia 7 (Langley-
Evans and Nwagwu 1998). Por outro lado, o efeito sobre o retardo no
crescimento parece ser mais intenso no final da gestacao (Lesage et al.
2001) e é acompanhado pela elevacdo mais significativa da pressao
arterial (Langley-Evans et al. 1996).

O fendtipo hipertensivo observado nesta prole pode se manifestar
bem precocemente, com apenas quatro semanas de idade, variando entre
7 e 30 mmHg de diferenga em relagao ao grupo controle (Langley and
Jackson 1994; Langley-Evans et al. 1996). Entretanto, as diferencas entre
machos e fémeas foram observadas anos depois, quando uma dieta com

9% de proteinas, que representaria a quantidade de proteinas equivalente
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para uma rata nao-gestante (Clarke et al. 1977), gera hipertensao
somente em machos (Woods et al. 2005), ao passo que uma mais intensa
(5%) é capaz de causar esse efeito em ambos o géneros (Woods et al.
2004). O efeito hipertensivo da ma nutricdo materna parece nao ser
dependente da mudancga na pressdo arterial da gestante, ja que esse tipo
de alteracdo nao estd presente neste modelo (Langley and Jackson 1994).

Um alvo para a programacao da funcao cardiaca é o numero final de
cardiomiocitos. Enquanto o impacto das perturbacdes intra-uterinas,
incluindo a restricdo caldrico-protéica e dietas hipoprotéicas, sobre a
nefrogénese é bem documentado, existem poucos trabalhos que relatam
as associacoes entre o numero ou o tamanho dos cardiomiocitos nos fetos
que sofrem restricao do crescimento intra-uterino. Dois trabalhos,
contudo, se destacam. Recentemente, Corstius e colaboradores
descreveram uma reducdo significativa de cardiomiocitos ao nascer em
ratos com retardo do crescimento intra-uterino (Corstius et al. 2005).
Cheema e colaboradores encontraram uma relacao entre a dieta materna

e a incidéncia de disfuncao cardiaca na vida adulta (Cheema et al. 2005).
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2.a.4 Estudos Experimentais: AlteracOes Renais

O rim, 6rgao que possui a funcao de filtracdo sanguinea, tem como
sua unidade funcional o néfron, morfologicamente dividido em corpusculo
renal ou glomérulo (composto pelo tufo capilar coberto pela capsula de
Bowman), e pelo sistema tubular (tubulo contorcido proximal, alca de
Henle e tubulo contorcido distal) que se conecta a ducto coletor (Hansen
and Koeppen 2003) (Figura 5).

Cépsula de
Bowman

Figura 5. Estrutura morfoldégica do néfron. TCP: Tubulo contorcido
proximal. TCD: Tubulo contorcido distal. Adaptado de (Hansen and Koeppen
2003).
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O rim sofre mudancgas estruturais durante o desenvolvimento. A
primeira fase é denominada nefrogénese, onde os néfrons sao originados.
A segunda é a de maturacdo anatomica dos néfrons existentes. Desta
forma, ha mudancas na histologia glomerular e tubular. Os nefrons
passam por quatro etapas de maturacdo morfoldgica distintas: a fase
vesicular, a fase de “virgula”, a fase em “S” e a fase de tufo glomerular.
Estas estruturas, com excecao da fase de tufo glomerular, se encontram
na regido préoxima a capsula renal. Esta regidao recebe o nome de Regido
Nefrogénica. A maturacdo dos néfrons se da de forma centripeta e sempre
constante, resultando na presenca de nefrons em fases distintas num
mesmo momento. A terceira fase é a de crescimento do néfron cuja

maturacao foi feita corretamente (Hansen and Koeppen 2003) (Figura 6).
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Figura 6. Corte longitudinal do rim de camundongo (primeiro dia pds-
natal). Neste estdgio a morfologia renal é bastante estratificada. As duas
principais regides sdao o cértex e a medula. O cértex é subdividido em duas
regides: Regido nefrogénica (NR) - onde estdao localizados os glomérulos
avascularizados (A) — e Regiao ndo-nefrogénica (n-NR)-onde estdo localizados
os glomérulos vascularizados (B). Barra: 1,5 mm. Coloracdo: Hematoxilina e

eosina.
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O rim fetal parece ser extremamente vulneravel aos efeitos do
retardo do crescimento. Em humanos, a nefrogénese se completa nas 36
semanas de gestacao fetal. Desta forma, um recém-nato possui o0 mesmo
numero de néfrons que um adulto saudavel (Kleinman 1982). No rato, a
nefrogénese comega por volta do 12° dia gestacional e ndo estd completa
até o 8° dia pods-natal (Larsson et al. 1980; Larsson and Maunsbach
1980). Estudos sobre a insuficiéncia Utero-placentaria em ratos, induzida
pela ligadura bilateral da artéria uterina no 19° dia de gestacdo, mostram
a reducdo no numero de glomérulos no rim maduro (Pham et al. 2003).
Isto se deve ao aumento da expressao do gene para Bc/-2 e um
significativo aumento na expressao do gene para a proteina Bax no rim
(Pham et al. 2003), levando a um aumento da apoptose em nivel
metanéfrico (Welham et al. 2002), o que justifica a diminuicdo no numero
de glomérulos formados.

Recentemente, Woods e colaboradores estudaram as alteracoes
quanto a funcdo renal de animais com baixo peso espontaneo. Neste
trabalho, foi detectada uma freqiéncia de nascimentos equivalentes a 1
por prole de animais com peso ao nascimento aproximadamente 10%
menor que o0s animais de peso normal. Estes animais apresentavam
elevacao da pressao arterial (£ 20 mmHg em machos e £10 mmHg em
fémeas) e proteindria, apenas vistas em machos com 20 semanas de
idade. A elevacdao da pressdo arterial ndo se devia as lesdes renais, e
poderia ter relacao com alteragcdes funcionais e/ou estruturais

imperceptiveis as medicdes feitas. (Woods and Weeks 2004).

Contudo, o uso de dietas hipoprotéicas ou hipoenergéticas tem
impacto forte sobre o desenvolvimento renal. Estudos no final década de
sessenta e inicio da década de oitenta ja destacam reducao no numero de
glomérulos (Zeman 1968; Zeman and Stanbrough 1969; Zeman 1983).
Trabalhos mais recentes descrevem aumento do didmetro glomerular,
glomeruloesclerose e funcao renal prejudicada (Regina et al. 2001;
Almeida and Mandarim-de-Lacerda 2005).
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Uma restricdo protéica moderada (9% de proteinas da dieta) gera
uma reducao no numero de néfrons na vida pds-natal precoce e na vida
adulta (Langley-Evans et al. 1999; Vehaskari et al. 2001; Woods et al.
2004), diminuicao da funcao renal (taxa de filtracdao glomerular/peso
renal) (Nwagwu et al. 2000; Woods et al. 2001) e aumento das
concentracdes plasmaticas de sodio (Manning and Vehaskari 2001).
Existem evidéncias de que a restricdo protéica materna aumentaria a
concentracdo de receptores para glicocorticoides e também a resposta
Na*-K*-ATPase no rim (Bertram et al. 2001), contribuindo para a retencdo
de sodio e mediando a programacao da hipertensdao corticdide-
dependente.

A administragao de dexametasona durante a gestagao resulta em
diminuicdo do numero de néfrons, glomeruloesclerose e hipertensdo,
porém ndo diretamente associadas, uma vez que o grupo que recebeu a
droga durante o 13° e 149 dias de gestagao somente apresentou elevagao
da pressao arterial. (Ortiz et al. 2001; Ortiz et al. 2003).

Foi sugerido que haveria um periodo critico para o surgimento de
hipertensdo e este seria determinado por danos durante a nefrogénese.
Em um estudo recente, Pires e colaboradores descreveram que a
utilizacdo de uma dieta contendo apenas 5% de proteinas durante a
gestacdo e nos 10 primeiros dias pds-natais, cobrindo assim todo o
periodo de nefrogénese, retarda o desenvolvimento renal da prole (Pires
et al, 2006).

Langley-Evans e colaboradores, corroborado por Woods e
colaboradores, indicam a perturbacdo no processo de nefrogénese como
sendo parte importante na predisposicdo do individuo a um fendtipo
hipertensivo na vida adulta (Langley-Evans et al. 1999; Langley-Evans et
al. 1999; Woods et al. 2004). Estudo em prole de camundongos C57/BL6
submetidos a restricdo protéica materna moderada (9%) durante a
gestacao e lactacao, evidenciou uma redugdao no niumero de néfrons tanto
em machos quanto em fémeas, quando comparados a prole controle que

ingeriu ragcao normoprotéica (20%). O comprometimento da nefrogénese
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em resposta a restricdo protéica torna estes animais mais sucetiveis ao
desenvolvimento de hipertensao arterial na vida adulta e reproduz em
camundongos os resultados observados anteriormente apenas em ratos
(Hoppe et al. 2007).

Sabe-se que o Sistema-Renina-Angiotensina-Aldosterona (SRAA) é
primordial para um desenvolvimento renal correto (Chen et al. 2004) e
que seus componentes sao partes essenciais no controle da pressao
arterial.

A ma nutricdo materna leva a alteragao na expressao génica normal
durante nefrogénese, causando uma down-regulation da expressao de
renina e angiotensina (Rosenberg et al. 1990), niveis reduzidos de
angiotensina II no tecido renal (Woods et al. 2001) e alteragdao em genes
chaves do SRAA como o da enzima conversora de angiotensina (ECA). A
resposta a tais alteracdes € o comprometimento da nefrogénese e uma
posterior elevacao da sensibilidade vascular a angiotensina II, levando a

hipertensao (Langley-Evans et al. 1999).
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3. Programacao fetal e estresse oxidativo
3.a.Estresse oxidativo

As espécies reativas de oxigénio (ROS), incluindo o anion superdxido
(027), perdéxido de hidrogénio (H,0>) anion hidroxila (OH™) e espécies
reativas de nitrogénio como o o6xido nitrico (ON) e o peroxinitrito
(ONOQ™), sao produzidas de forma constitutiva em organismos aerdbios e
estdo envolvidas em iniUmeros mecanismos como reacdes enzimaticas
(como a xantina oxidase e a aldeido oxidase) e a auto-oxidacao de certos
compostos (catecolaminas), além de inumeras vias da homeostase celular
como sinalizacao, diferenciacdo e crescimento celular. Altos niveis de ROS
comprometem fungdes bioldgicas e resultam em dano e morte celular
(Droge 2002; Li and Shah 2004).

Os organismos eucaridticos apresentam varios mecanismos de
defesa antioxidante contra altas concentracdes de ROS. A superodxido
dismutase de cobre e zinco (CuZnSOD) esta localizada principalmente no
citoplasma, enquanto que a SOD de manganés (MnSOD), uma proteina
distinta que é codificada por um conjunto de genes diferentes, esta
localizada primariamente na mitocondria (Ho, Howard et al. 1991).
Ambas as enzimas catalisam a reacdo: 0" + 0" + 2H" = 0, + H,0,. O
H,0, é convertido em H>,O+0, nos peroxissomos pela Catalase, € no

citoplasma pela glutationa peroxidase (GPX) (Figura 7).

Quando a producao de oxidantes supera a producao de mecanismos
de defesa antioxidante, seja por aumento das concentracdes de oxidantes,
seja pela diminuicdo das defesas antioxidantes, ha a oxidacdo de
macromoléculas bioldgicas, como o DNA, proteinas, carboidratos e lipideos
(Van Remmen and Jones 2009). Este processo recebe o nome de estresse

oxidativo.
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As membranas das células e organelas contém grandes quantidades
de acidos graxos poliinsaturados. O ataque de algumas espécies reativas
gue subtraem um atomo de hidrogénio do grupo metileno das cadeias de
acidos graxos poliinsaturados, inicia o processo de peroxidacdo lipidica
(Figura 8) (Halliwell and Guitterridge 1991). Os radicais de carbono
formados dessa maneira podem reagir espontaneamente com o oxigénio
formando radicais peroxila, que propagam a cadeia de peroxidacao lipidica
subtraindo atomos de hidrogénio para formar hidroperdxidos e novos
radicais de carbono, levando a oxidacdo de muitas moléculas de acidos
graxos (Jialal and Grundy 1992). O malondialdeido (MDA) é um aldeido de
cadeia curta, sendo um dos compostos medidos pela reacdao com o acido
tiobarbiturico (TBARS). A formacdo de malonaldeido ocorre pela
decomposicdo dos hidroperoxidos lipidicos e sua concentracao tem sido
utilizada para estimar a intensidade da peroxidacdo lipidica em sistemas

bioldgicos, em células e tecidos (Bonnes-Taourel et al. 1992).
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Figura 7. Agao das enzimas antioxidantes na detoxificacao de radicais
livres (Adaptado de Touyz and Schiffrin 2004).
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Figura 8. Reagdo em cadeia do processo de peroxidacao lipidica.

(Adaptado de Halliwell and Guitterridge 1991)
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3.b. Estresse oxidativo e Programacao Fetal

Varias evidéncias mostram que o estresse oxidativo esta presente e,
possivelmente, é um dos elementos patogénicos de doencas
cardiovasculares, como a aterosclerose, a disfuncao vascular e o
remodelamento vascular (Li and Shah 2004). As ROS também sao
consideradas importantes uma vez que muitas doencas fetais e neonatais
estdo associadas com o estresse oxidativo ou sdo de natureza pro-
oxidante, como o diabetes gestacional, hipertensdao gestacional e pré-
eclampsia, tabagismo, ma-nutricdo ou supernutricdo e prematuridade
(Peuchant et al. 2004; Gupta et al. 2005; Arguelles et al. 2006; Biri et al.
2006; Vincent and Taylor 2006).

Em modelos de programacdo, a elevacao da pressao arterial e a
disfuncdo vascular sdo caracterizadas pela producdao aumentada de
superoxido gerado pelos vasos, pelo menos em parte, pela NADPH oxidase
(Brawley et al. 2003; Yzydorczyk et al. 2006).

O uso de um mimético da SOD, denominado tempol, normalizou a
elevada vasoconstriccdo a angiotensina II em proles de fémeas que
sofreram restricao protéica, sugerindo que ha uma producgdo vascular de
anion superoxido (Yzydorczyk et al. 2006). A quase completa inibicao da
producdao de superéxido em presenca de apocinina, inibidor da NADPH
oxidase, indica que esta é a maior fonte de superdoxido na aorta da prole,
seja na condicdo basal, seja apds a estimulacdo por angiotensina II. Esses
resultados estdo em concorddancia com varios outros trabalhos que
relatam que o NADH unido a membrana e as NADPH oxidases sao as
fontes mais importantes de ROS na parede vascular e que a angiontensina
II aumenta a producao de ROS vascular (principalmente o anion
superoxido) através da ativacdao da NADH e da NADPH oxidases (Touyz
2004; Touyz and Schiffrin 2004).

Estudos recentes relatam diminuicdes significativas nas atividades
de glutationa, calatase e SOD na prole restrita na gestacao (Cambonie et

al. 2007; Fetoui et al. 2009). Além disso, a utilizacdo de um inibidor de
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peroxidacao lipidica denominado “Lazaroid” em fémeas gravidas e
concomitante administracao da dieta hipoprotéica, previniu a elevacao da
pressao arterial e a disfuncao vascular da prole.

O tratamento com tempol reduziu a marcagao para nitrotirosina nos
rins e a elevagdao da pressao arterial de proles, mesmo quando as
matrizes foram alimentadas com dieta hipoprotéica (Stewart et al. 2005).
A suplementacao de matrizes de ratas espontaneamente hipertensas
(SHR) com L-arginina (a qual favorece a producao de éxido nitrico) e
vitaminas antioxidantes durante a gestacdo e o periodo pds-parto resultou
na reducao da pressao arterial persistente na prole adulta (Racasan et al.
2005).

Anteriormente foi descrito que o aumento do estresse oxidativo
precoce resulta na rarefacdo de microvasos por necrose das células
endoteliais e alteracao de fatores angiogénicos especificos o que resulta
na rarefacdo anatébmica de capilares e arteriolas (Brault et al. 2003; Don
et al. 2003; Pladys et al. 2005).

Embora o papel do estresse oxidativo esteja bem definido nas
doengas cardiovasculares, o papel protetor dos mecanismos antioxidantes
ainda permanece obscuro. As informagdes acima levam a formulagdo de
um novo esquema que inclui a participacdo do estresse oxidativo como

parte importante no processo de programacao fetal (Figura 9).
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Figura 9. Mecanismos descritos (setas pretas) e potenciais (setas cinza e

pontilhadas) da participacao do estresse oxidativo sobre a hipertensao arterial
programada. (Adaptado de Nuyt 2008).
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ITI-Extrato de casca de Uva: efeitos protetores

O vinho proveniente da variedade vinifera, nativa da Europa e do
Oeste da Asia, foi introduzido no sul do Brasil, no estado do Rio Grande do
Sul, em 1839. As uvas (espécies Vittis vinifera e Vittis labrusca) e outros
constituintes derivados delas como o suco de uva e o vinho tém recebido
bastante atencdo nos ultimos anos. O consumo de quantidades adequadas
de frutas e vegetais é considerado essencial para que se mantenha uma
vida saudavel. Uma publicacdao recente sobre a “nova piramide alimentar”
recomenda um consumo diario de duas a trés porgdes de frutas. Uma
grande ingestdo de frutas e vegetais esta correlacionada a redugao das
doencas cardiovasculares e cancer (Yoshida 1992; Da et al. 2002).

O efeito protetor das uvas foi inicialmente descrito em 1979 (St
Leger et al. 1979) e depois corroborado em 1992 (Renaud and de Lorgeril
1992) 1998 (Truelsen et al. 1998) e 2001 (Rotondo et al. 2001), quando
foi demonstrada uma correlacao inversa entre a mortalidade por doencas
cardiovasculares e o consumo regular de vinho, mesmo havendo ingestao
elevada de alimentos ricos em gorduras saturadas. Tal correlagao
caracteriza o chamado “Paradoxo Francés”.

O mecanismo pelo qual o vinho exerce seu efeito cardioprotetor
ainda nao foi completamente estabelecido. As agdes inibitdrias da
agregacao plaquetaria (Demrow et al. 1995), diminuicdo da oxidacao de
lipoproteinas de baixa densidade (LDL) (Hertog et al. 1993), inibicao da
expressao de moléculas pro-trombédticas e pro-escleréticas (Feng and
Cheng 1999), reducao da sintese de endotelina (Corder et al. 2001) e
aumento da expressdao de oxido nitrico sintase endotelial (Wallerath et al.
2003), conferem ao vinho uma caracteristica vasodilatadora significativa.

Primeiramente, os efeitos benéficos do vinho foram atribuidos ao
etanol presente em sua composicao, uma vez que outras bebidas
alcodlicas também mostram beneficios a salde (Ginter and Simko 2008).

Estudos realizados em nosso laboratério vem demonstrando efeitos

anti-hipertensivos do extrato nao alcodlico feito a partir da casca da uva
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(GSE), provavelmentedevido ao efeito vasodilatador dependente de
endotélio (de Moura et al. 2002). A atencdo também se voltou para os
outros componetes do vinho, entre os quais os polifendis se destacam.
Estas estruturas estdao presentes na casca, na polpa e nas sementes da
uva, e possuem pelo menos um anel aromatico no qual um dos
hidrogénios é substituido por um grupamento hidroxila. Podem ser
classificados segundo o tipo de esqueleto principal dividindo-se em
flavondides, maioria dos fendis no vinho e derivados da extracao da casca
e da polpa da uva durante o processo de fermentacdo (flavondis, flavonas,
isoflavonas, flavanonas e flavandis) e nao-flavondides (como o

resveratrol) (Terao 2009) (Figura 10).

OH

OH

OH o Resveratrol

Flavanona

Figura 10. Estrutura quimica dos flavondides e nao-flavondides. (Fonte:
Shah 2009).
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Desta forma, a maioria dos efeitos benéficos do vinho vem sendo
atribuida aos seus polifendis, como o aumento da expressdao da oOxido
nitrico sintase endotelial e os efeitos vasodilatadores (Wallerath et al.
2002; Madeira et al. 2009).

Uma diversidade de estudos tem descrito as diferentes agoes
benéficas dos polifendis presentes nas diferentes porcdes da uva, entre
elas se destacam a casca e as sementes, onde foram relatadas acgOes
antioxidantes, antiinflamatérias e antimicrobianas, além das acodes
cardioprotetoras, hepatoprotetoras e neuroprotetoras (Nassiri-Asl and
Hosseinzadeh 2009).

O extrato produzido em nosso laboratério a partir da espécie Vitis
vinifera, vem se mostrando eficiente em induzir a vasodilatagao
dependente do endotélio, possuindo acao antioxidante e anti-hipertensiva
(de Moura et al. 2002; de Moura et al. 2007).
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IV - Hipétese

A utilizacdo de um extrato a base de casca de uvas (GSE), rico em
antioxidantes, durante a gestacao, minimizaria os efeitos deletérios renais
precoces da prole, oriundos da administracdo de dieta hipoprotéica

materna.
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V- Objetivos
Objetivo geral:

. Investigar os efeitos da administracago de um
extrato de casca de uvas (GSE) rico em antioxidantes sobre a
morfologia renal precoce na prole de fémeas sob restricao

protéica intensa durante a gestacao.
Objetivos especificos:

1) Induzir restricdo protéica materna intensa através da

utilizacdo de uma dieta isocalorica contendo 6% de proteinas.

2) Estudar as alteracdes oriundas da restricdo protéica materna

intensa sobre:
a) Equilibrio redox tecidual
b) Dano oxidativo tecidual
C) A massa corporal nos animais ao nascimento.
d) A morfologia renal:
(i) Relagao massa renal/massa corporal
(il)Volumes renais:

1. Cortical (Regiao Nefrogénica e Regidao nao-

Nefrogénica)
2. Medular
(iii) Numero de glomérulos
1. Vascularizados
2. Avascularizados

3) Investigar se existe correlacao entre a massa corporal e o
nimero de glomérulos através de um modelo alométrico log-

transformado e analise de regressao linear com comparacgao de slopes.
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VI - MATERIAIS E METODOS

1. Producgao do Extrato da casca de uva (GSE)

O extrato foi feito a partir de uvas da espécie Vitis vinifera. Estas
uvas foram obtidas de vinhedos selecionados localizados no estado do Rio
Grande do Sul, Brasil. A preparacao do GSE ja foi descrita anteriormente.
Resumidamente, as uvas sao lavadas em agua corrente e as cascas sao
separadas das polpas. As cascas sdo fervidas em &gua destilada e
posteriormente, alcool etilico foi adicionado para a decocgao. A solugao foi
mantida sob refrigeracao e o alcool foi evaporado numa pressdo baixa a
55°C. O extrato foi entdo liofilizado e congelado a -20°C até o dia do uso.
Normalmente, 100g de cascas frescas dao origem a 8,9g de extrato
liofilizado (Madeira et al. 2005). A concentracao total de polifendis no
GSE foi medida pelo método de Folin-Ciocalteu. A concentragao final de
polifendis obtida foi de 55,5 mg/g GSE (de Moura et al. 2002).

2. Grupos experimentais

Camundongos da linhagem c57-bl/6 adultas (3 meses de idade),
pesando 19,4+0,9g, obtidas do Nucleo de Animais de laboratdrio (NAL) da
Universidade Federal Fluminense, foram acondicionadas em ambiente de
luz com ciclos de 12 horas de claro/escuro e temperatura controlados
durante todo o experimento. Os animais foram acasalados e o dia 0 de
gestacao foi considerado a partir da visualizagao de um plug vaginal nas

fémeas. Quatro grupos principais foram formados (n=6 cada):

a) Grupo Controle (C) que recebeu dieta AIN 93-G (com 19,3% de
proteinas Rhoster, Sao Paulo, Brasil) ad /ibitum (Reeves et al. 1993).
Tabela 2;

b) Grupo Restricao Protéica (RP) que recebeu dieta com 6% de

proteinas (Rhoster, Sao Paulo, Brasil) ad /ibitum. Tabela 2;

c) Grupo Controle tratado com GSE (C+GSE) que recebeu dieta AIN
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93-G (com 19,3% de proteinas Rhoster, Sdo Paulo, Brasil) ad /ibitum e

200mg/kg/dia de GSE dissolvidos na agua de beber.

d) Grupo Restricao Protéica tratado com GSE (RP+GSE) que recebeu
a dieta com 6% de proteinas (Rhoster, Sao Paulo, Brasil) ad /ibitum e
200mg/kg/dia de GSE dissolvidos na agua de beber.

As garrafas eram cobertas da luz e as solugdes e os volumes eram

calculados previamente para suprir a necessidade diaria dos animais.

Composicdo das dietas isocaldricas

Restricao

Nutrientes Controle Protéica
% %
Carboidratos 54 67
Proteinas-caseina 19 6
Lipideos 16 16
Fibras 5 5
Mix de Minerais 1 1
Mix de Vitaminas 5 5

Tabela 2. Composicao das dietas utilizadas no estudo. O mix de vitaminas
e 0 mix de minerais foram formulados em concordancia com o “American

Institute of Nutrition” AIN 93G recommendation for rodent (Reeves et al. 1993).
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A determinacao do género dos filhotes foi feita através da distancia
ano-genital (Sharp and La Regina 1998) e o numero de filhotes nascidos
por fémea, comprimento naso-anal (NAL) (Sharp and La Regina 1998) e
massa corporal foram aferidos ao nascimento. Todos os procedimentos
estavam de acordo com o Comité de Etica Animal da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro e com o Guia de Experimentacdao e Uso de

Animais (NIH publicagao n° 85-23, revisado em 1996). Anexo 1

3. Eutanasia e preparagdo técnica

Nao mais do que dois filhotes machos por matriz foram utilizados.
Ao nascimento, os animais foram decapitados e rapidamente os rins e os
figados foram removidos. Os rins foram pesados em balanca de precisdo.
Desta forma, o indice Massa Renal/Massa Corporal pode ser obtido. Os
rins direitos e os figados foram congelados em nitrogénio liquido e
armazenados para as analises bioquimicas. Os rins esquerdos foram
imersos em solucdo fixadora preparada com antecedéncia com 1,27 mols/I
de formaldeido em 0,1 M de solugcdo tampao fosfato, com pH =7.2 por 48
horas em temperatura ambiente. Apds este periodo, os drgaos foram
processados em concentragdes crescentes de alcodis e xilol e foram
incluidos em Paraplast plus (Sigma-Aldrich, St Louis, MI, USA),

seccionados a 5um de espessura e corados em Hematoxilina e Eosina.
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3.a. Ensaios bioquimicos
3.a.1. Homogeneizacao do material

Os rins direitos e figados foram descongelados e a homogeneizacao
foi realizada em potter-Elvejhem a uma velocidade de 800 rpm, utilizando
de tampao PBS (pH 7,0) e 1nM de anticoagulante quelante EDTA. Foram
feitos pools de 6rgaos, onde nao mais do que 2 filhotes de cada matriz
foram utilizados. As amostras foram centrifugadas a 2.000 RPM por 10

minutos e os sobrenadantes foram reservados para as analises futuras.

3.a.2. Dosagem de proteinas

A dosagem de proteina foi realizada nas amostras pelo Método de
Bradford (Bradford 1976). O reagente de Bradford contém como seu
principal componente o corante coomasie brilhant blue, que em solucao
acida se liga as proteinas da amostra, alterando a absorbancia de 465 nm

para 595 nm, medida através do leitor de microplacas.
3.a.3. Dano oxidativo: Peroxidagao lipidica renal e hepatica

Este método consiste na analise dos produtos finais da peroxidacao
lipidica (malondialdeidos-MDA) que, ao reagirem com o acido 2-
tiobarbiturico (TBA, Sigma), formam bases de Schiff. Os homogeneizados
dos tecidos renais e hepaticos, previamente estocados, foram
descongelados até atingir 37°C. As amostras foram misturadas com uma
solucdo de acido tricloracético a 10% e centrifugadas a 2.000 RPM por 10
minutos. Ao sobrenadante, foi adicionado acido tiobarbitlirico a 0,86% e
aquecido em banho-maria por 60 minutos. Apds resfriamento, a
absorbancia do precipitado foi medida em espectrofotdmetro (Spectronic
601-Milto Roy) com comprimento de onda de 532 nm. Uma curva padrao
foi realizada, utilizando-se solugao estoque de MDA a 10mM, preparada a
partir do tetrametoxipropano (Sigma), sendo que as concentracoes

encontradas nas amostras apresentaram-se dentro desta curva,
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mostrando boa linearidade com o padrao. Os dados foram apresentados

como MDA/mg de proteina.

3.a.4. Atividade da Catalase e da Superdxido dismutase hepaticas

Aliguotas de homogeneizados foram utilizadas para dosar a
atividade da catalase e da superdoxido dismutase (Aebi 1984). A atividade
enzimatica de catalase foi determinada pelo decaimento de 10nM de
peréxido de hidrogénio (Sigma) em solucao de PBS (pH 7,0) monitorado a
240 nm. Ja a mensuragao da atividade de superdxido dismutase foi feita a
partir de um ensaio cinético da inibicdo oxidacao de 50nM epinefrina PBS,

monitorado a 480 nm (Bannister and Calabrese 1987).

3.a.5. Morfologia Renal

A morfologia renal é extremamente estratificada um dia apds o
nascimento em camundongos. Desta forma, por motivos relacionados aos
calculos, considerou-se haver duas regides principais no rim: O cortex -
gue se subdivide em regido nefrogénica (NR-porcao mais externa do
cortex) e regidao nao-nefrogénica (n-NR-porgao mais interna do cortex) - e
medula. Os tufos glomerulares que se localizavam na NR e nao estavam
completamente desenvolvidos foram considerados como glomérulos
avascularizados (a-N[glom]). Os glomérulos restantes, localizados no
cortex e que apresentavam uma Capsula de Bowman bem definida, foram
denominados glomérulos vascularizados (v-N[glom]). Foram utilizados 5

animais de cada grupo (todos provenientes de matrizes distintas).
3.a.6. Microscopia de Luz e Estereologia

Uma a cada 15 imagens completas do rim inteiro foi digitalizada
(format TIFF, 36-bit colour, 1280 X 1024 pixels) utilizando-se uma camera
LC Evolution e um microscépio Olympus BX51. Estas imagens foram
analisadas através do software IMAGE-PRO PLUS versao 5.0 (Media
Cybernetics, Silver spring, MD, USA).
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Os volumes renais (V) foram calculados como ja descrito
anteriormente (Pires, Aguila et al. 2006), a partir do Método de Cavalieri,
segundo a equacao (Thame et al. 2000; Mandarim-de-Lacerda 2003) Vol
= ¥ Areas das imagens (mm?2) - T (mm) (T equivale & distancia entre cada
imagem) (Figura 11).

Os seguintes volumes foram estimados:

a) Volume cortical: CV (mm?)

b)  Volume medular: MV (mm?3)

c)  Volume da regido Nefrogénica: NRV (mm?)

d)  Volume da Regido ndo-Nefrogénca: n-NRV (mm?)

O numero total de glomérulos (N[glom]), definido como a soma do
total de glomérulos vascularizados (v-N[glom]) e do total dos glomérulos
avascularizados (a-N[glom]), foi estimado usando o método do
Fractionator (Bertram et al. 1992; Pires et al. 2006) (Figura 12).

O volume médio do v-N[glom] foi definido como a razdao entre o
volume glomerular total e o numero de glomérulos vascularizados
(estimado por contagem de pontos, como descrito por anteriormente)
(Almeida and Mandarim-de-Lacerda 2002). Utilizando os parametros
acima, as seguintes relagoes foram feitas:

a) Relacdo Coértico-Medular: CV/MV (mm3)

b) N[glom]/CV (n/mm3)

c) NRV/CV (mm3)

d) N-NRV/CV (mm3)

e) NRV/n-NRV (mm3)

f) Razao v-N[glom]/n-NRV / a-N[glom]/NRV (v-N[glom]/a-
N[glom])
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Figura 11. Principio de Cavalieri. Método de estimativa de volume. Os
volumes do cortex - area vermelha - e da medula - area laranja - foram
estimados pelo produto somatério de areas (A) - obtidas por andlise das
imagens pelo Software Image-Pro Plus, figura inferior - e a distancia entre as
amostras (T). Vol= ZA - T.
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Figura 12. Método do Fractionator. O rim foi seccionado em varios
segmentos de 5 pm de espessura. Todos os segmentos foram corados em
Hematoxilina e eosina e analisados. A estimativa do niumero total de glomérulos

foi feita contando-se todos os glomérulos observados em cada segmento.
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3.a.7. Analise dos dados

As freqléncias de morte perinatal, assim como a comparacao do
numero de filhotes e a incidéncia de género de todas as proles foram
analisadas com o teste y2 com um grau de liberdade. Todos os dados
foram testados quanto a normalidade pelo teste de Kolmogorov-Smirnov.
Os dados paramétricos foram analisados com o teste one-way ANOVA e
com o pods-teste de Newman-Keuls. Os dados ndo-paramétricos foram
analisados pelo teste ANOVA Kruskal Wallis e pelo pés-teste de Dunn
(Prism version 4.03, GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Um estudo bivariado usando dados log-transformados e o modelo
alométrico /og y = log a + (b) log x (Jolicoeur and Heusner 1986) foi feito
para analisar a correlacao entre o N[gl] (varidvel dependentes) vs. Peso
ao nascimento (varidvel independente), utilizando-se o menor eixo
computado (Sokal and Rohlf 1995; Mandarim-de-Lacerda and Pereira
2001). O coeficiente da correlagao do produto do momento de Pearson e
regressoes lineares foram feitos para cada grupo, e nos casos que foram
relevantes, as regressdes foram comparadas (comparacao de slopes,
Teste-t de Student). Em todos os casos o nivel de significancia foi fixado
em 0,05 (Primer of Biostatistics, McGraw-Hill Co., New York, version 5.0)
(Glantz 2002).
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VII-Resultados

1. Matrizes

Os dados de massa corporal, ingestao de racao e ingestao de
proteina das matrizes durante a gestacao estdo apresentados na tabela 3.
O ganho de peso das matrizes do grupo RP foi reduzido em 57%
(p<0,001) quando comparado ao do grupo controle. A administragao de
GSE resultou numa reducao dessa perda de peso de 27% (p<0,05) no
grupo RP+GSE. Nenhuma diferenca foi observada entre o0s grupos
Controle e Controle+GSE.

A ingestdo de racao foi idéntica em todos os grupos estudados.
Porém, as matrizes dos grupos RP e RP+ GSE ingeriram 75% menos
proteinas que os demais grupos controles durante a gestagao (p<0,01).
As freqliéncias referentes ao tamanho da prole, a incidéncia de género e a
morte perinatal foram similares entre os grupos, sendo assim, nenhuma

correcao quanto ao numero de filhotes por fémea foi feita.
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Dias Controle RP Controle + GSE RP + GSE

Massa corporal (g)

1 19,3540,56 19,440,359 10,6740,33 19,33+0,67
7 20,00+0,63 19,60+0,75 19,0+0,58 19,17+0,60
14 29,20+0,801 22,800,801+ 27,33+1,20- 24,500,768+
21 32,800,459+ 25,2040,80t,+ 34,6740,33 29,3340,33,#
“""(;)' peso 13,3340,95t 5,7040,90t,# 15,000,4 5+ 11,0040,77,#
Ingestdo de ragdo
(g/dia)
7 3,2410,12 2,71£0,20 3,2040,30 3,1040,20
14 2,9110,10 3,0240,30 3,0040,20 3,01+0,30
21 2,9240,20 2,7140,20 3,1040,10 2,9140,10
Ingestio de protelnas
(g/dia)
7 0,62+0,02t 0,1340,01t 0,61%0,04- 0,160,01—
14 0,590,031 0,15+0,021 0,57+0,02- 0,15+0,01+
21 0,63+0,011 0,1340,01+ 0,5940,01— 0,140,01 —
Gestagdo 21,4040,24 21,33+0,21 21,2540,20 21,20+0,18
(dias)
Fhates/ 34/6 28/6 33/6 24/6
Inckdénda de
Género 2817 18710 25/8 18/
(machos/fémeas)
Morte perinatal
(morttsytotal) 1/34 1/28 2/33 1724

Tabela 3. Massa corporal (g), ingestdo de racdao (g/dia) e ingestdo de
proteinas (g/dia) das matrizes dos grupos estudados. Os dados estao
apresentados como médiaterro padrdao da média. GSE representa a
administracdo de 200mg/kg/dia de extrato de casca de uva; Simbolos iguais
indicam p<0,05 entre os grupos. One-way ANOVA e pds-teste de Newman-Keuls
foram aplicados para a analise da massa corporal, ingestdo de racdo e proteinas.
O teste %2 foi aplicado para as frequéncias referentes ao numero de filhotes por

fémea, a incidéncia de género e a morte perinatal. n=6 cada.
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2. Biometria das proles

A restricdo protéica materna resultou em uma diminuicdo de 25%
no peso ao nascimento e 16% do NAL (p<0,001) do grupo RP quando
comparado ao grupo controle (p<0,001). Tanto o peso ao nascer quanto o
NAL foram maiores cerca de 15% no grupo RP+GSE quando comparado
ao grupo RP (p<0,05). Nao houve diferenca de peso ao nascer ou no NAL
entre o grupo Controle+GSE e o grupo Controle (Figura 13).

A relagcao Massa Renal/Massa corporal foi reduzida em 14% no
grupo RP quando comparado com o grupo Controle (p<0,01). A
administracdao de GSE restaurou parcialmente esse parametro no grupo
RP+GSE (p<0,05). Além disso, esse parametro foi comparavel aos valores
do grupo Controle+GSE. A administracao de GSE nao afetou a relagao
Massa renal/Massa corporal quando os grupos Controle e Controle +GSE

foram comparados (Figura 14).
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Figura 13. (A) Massa corporal ao nascimento; (B) Comprimento naso-anal das
proles estudadas; Os dados estdo apresentados como média+ erro padrdo da
média. GSE representa a administracdo de 200mg/kg/dia de extrato de casca de
uva; Simbolos iguais indicam p<0,05 entre os grupos. Analise estatistica: One-

way ANOVA e pos-teste de Newman-Keuls. n=6 cada.
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Relacdao Massa Renal/Massa Corporal
(mg/g)
e

Figura 14. Relagdao Massa Renal/Massa Corporal das proles estudadas; Os dados
estdo apresentados como médiaterro padrao da média. GSE representa a
administracdo de 200mg/kg/dia de extrato de casca de uva; Simbolos iguais
indicam p<0,05 entre os grupos. Analise estatistica: One-way ANOVA e pds-teste

de Newman-Keuls. n=6 cada.
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3. Dano Oxidativo: Peroxidacdo lipidica

A restricao protéica materna resultou num aumento significativo da
peroxidacao lipidica renal e hepatica do grupo RP quando comparado ao
grupo Controle (p<0,001). A administracao de GSE reduziu
significativamente esse pardmetro no grupo RP+GSE, tornando-o
equivalente ao Controle+GSE. Nao houve diferenca quando os grupos

Controle e Controle+GSE foram comparados (Figura 15).
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Figura 15. Determinacao da peroxidacdo lipidica no homogenizado do tecido
renal e hepatico das proles estudadas. Quantidade de malondialdeido (MDA) por
miligrama de proteina, n=4 pools por grupo. Os dados estdao apresentados como
médiaterro padrao da média. GSE representa a administracdo de 200mg/kg/dia
de extrato de casca de uva; Simbolos iguais indicam p<0,05 entre os grupos.

Andlise estatistica: One-way ANOVA e pds-teste de Newman-Keuls.
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4. Atividades da superoxido dismutase (SOD) e da catalase

Nao houve diferenca nas atividades de SOD entre os grupos. A
atividade da catalase foi reduzida em 30% no grupo RP quando
comparado ao grupo Controle (p<0,05). A administracao de GSE
restaurou esse parametro no grupo RP+ GSE quando comparado ao grupo
RP (p<0,05). N&ao houve diferenca quando os grupos Controle e

Controle+GSE foram comparados (Figura 16).
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Figura 16. Atividades da superdéxido dismutase (SOD) e da catalase hepaticas
(U/mg proteina) no homogeneizado do tecido renal e hepatico das proles
estudadas. n=4 pools por grupo. Os dados estdo apresentados como média+ erro
padrdao da média. GSE representa a administracdo de 200mg/kg/dia de extrato
de casca de uva; Simbolos iguais indicam p<0,05 entre os grupos. Analise

estatistica: One-way ANOVA e pds-teste de Newman-Keuls.
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5. Microscopia de luz e Morfometria

A morfologia renal foi significativamente afetada pela restricao
protéica materna durante a gestacdo. A analise histolégica dos rins do
grupo RP mostrou uma desorganizacao tubular intensa e a presenca de
poucos glomérulos vascularizados no cortex renal. O tratamento com GSE
no grupo RP resultou numa estruturacao cortical equivalente ao grupo
Controle+GSE. (Figura 17).

A relacdo CV/MV foi comparavel em todos os grupos estudados.
Embora as relagdes n-NRV/CV tenham sido as mesmas em todos os
grupos, as relagdes de NRV/CV e NRV/n-NRV foram aumentadas cerca de
20% no grupo RP quando comparado ao grupo Controle (p<0,05). A
administracdo de GSE recuperou estes parametros no grupo RP+GSE
quando comparado ao grupo RP. Nao houve diferengca quando os grupos

Controle e Controle+GSE foram comparados Tabela 4.
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Figura 17. Fotomicrografias representativas do cortex renal das proles ao
nascimento (mesma magnificacdo em todas as imagens - barra=100um). (a)
Grupo Controle; (b) Grupo RP; (c) Grupo Controle+GSE; (d) Grupo RP+GSE. A
figura (b), assim como o asterisco branco na figura (a), indicam glomérulos
avascularizados localizados na periferia do cortex renal. A figura (d), assim
como a seta preta na figura (a), indicam glomérulos vascularizados localizados

mais profundamente no cértex renal.
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Relagdo Relagdo Relagdo Relagdo
Cv/MV NRV/CV n-NRV/CV NRV/n-NRV
Controle 5,405+0,050 0,229+0,004 t 0,771+0,004 0,299+0,007t
RP 4,886=+0,10 0,264+0,006 t,* 0,776+0,011 0,366+0,0111,#
Controle+
5,301+0,085 0,235+0,004 0,746+0,006 0,308+0,012
GSE
RP+ GSE 5,104+0,169 0,224+0,011% 0,736+0,006 0,315+0,023%

Tabela 4. Medidas morfométricas dos volumes renais dos rins das proles

ao nascimento. CV: Volume cortical (mm?); MV: Volume medular (mm?). NRV:

Volume da regido nefrogénica (mm?); n-NRV: Volume da regido nao-nefrogénica

(mm?®); Os dados sdo apresentados como média + erro padrdo da média;

Simbolos iguais indicam p<0,05 entre os grupos. Anadlise estatistica: One-way

ANOVA e pés-teste de Newmann Keuls, n=5 cada.
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6. Estereologia

O N[glom]/CV foi reduzido em 20% no grupo RP quando comparado
ao grupo Controle (p<0,001). A administracao de GSE aumentou esse
parametro tanto no grupo Controle+GSE quanto no grupo RP+GSE (20%
no grupo Controle+GSE, p<0,001 quando comparado ao grupo Controle;
25% no grupo RP+GSE, p<0,001 quando comparado ao grupo RP). O
N[glom/CV] foi menor 15% no grupo RP+GSE quando comparado ao
grupo Controle+GSE (p<0,001) (Figura 18).

A relacao (v-N[glom]/a-N[glom) foi 10% menor no grupo RP+GSE
quando comparado ao Controle+GSE (p<0,001) e 18% maior quando
comparado ao grupo RP (p<0,001) (Figura 19).

O volume médio do glomérulo vascularizado foi menor 13% no
grupo RP quando comparado ao grupo Controle (p<0,05). O grupo
RP+GSE apresentou uma elevacao de 15% nesse parametro quando
comparado ao grupo RP (p<0,05). Nao houve diferenca quando os grupos

Controle e Controle+GSE foram comparados (Figura 20).
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Figura 18. Numero total de glomérulos dos rins das proles ao nascimento
(N[glom]) por volume de cértex (CV - mm?) obtido pelo Método do Fractionator.
Os dados estdo apresentados como médiaterro padrao da média. GSE
representa a administracdo de 200mg/kg/dia de extrato de casca de uva;
Simbolos iguais indicam p<0,05 entre os grupos. Anadlise estatistica: One-way

ANOVA e pés-teste de Newman-Keuls. n=5 cada.

70



=
N
T

=
N
T

o
-—
T

o
—
T

o
o
T

Relacao v-N[glom] / a-N[glom]

Figura 19. Relacdo entre (v-N[glom]/a-N[glom) dos rins das proles ao
nascimento. Valores obtidos pelo Método do Fractionator. Os dados estao
apresentados como médiaterro padrao da média. GSE representa a
administracdao de 200mg/kg/dia de extrato de casca de uva; Simbolos iguais
indicam p<0,05 entre os grupos. Analise estatistica: Kruskal-Wallis seguido pelo

pos-teste de Dunn. n=5 cada.
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Figura 20. Volume médio do glomérulo vascularizado (10° um?®). Os dados
estdo apresentados como média+ erro padrdo da média. GSE representa a
administracdao de 200mg/kg/dia de extrato de casca de uva; Simbolos iguais
indicam p<0,05 entre os grupos. Analise estatistica: Kruskal-Wallis seguido pelo

pos-teste de Dunn. n=5 cada.
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7. Correlagoes e Comparacao das Regressoes Lineares

O N[glom] foi positivamente correlacionado com o peso ao
nascimento em todos os grupos (Controle: r=0,99; p<0,001; RP: r=0,97
p<0,001; Controle+GSE: 0,99; p<0,001; RP+GSE: 0,96. p<0,001).
Quando os slopes de dados log-transformados e corrigidos quanto ao RMA
(eixo maior reduzido), foram comparados, observou-se que o slope do
grupo RP foi 45% menor do que o do grupo Controle (0,805+0,133 e
1,453+0,307, respectivamente. p<0,001). Ambos o0s grupos que
receberam GSE tiveram os slopes maiores do que seus respectivos
controles que nao receberam GSE (Controle+GSE: 2,713+0,342;
RP+GSE: 2,712+0,411; p<0,001). Nao houve diferenca quando estes

grupos foram comparados (Figura 21).

73



®

| R=0,78; p<0,0001; Njglom}=-1631+4981,2 X Massa Corporal |

5500 -

5000

4500 |

4000 ¢

3500

Nuimero de Glomérules

3000 -

L300

2000 . . : :
0.7 0,8 0. 1,0 1,1 1.2 1,3 14 1.5

Massa Corporal (g)

5.0

& Controle L L
‘W, Controle+GSE - =T
431 "W RP - .

"k, RP+GSE - -

48 LA ) ol

4.4 e j::j:— o _al‘“ﬂ.ﬂpﬂ.
LE::::"' o Jﬂj._ﬂﬁ_ﬂﬂ~“”ﬂr

40—

3.8 /’/'

36

Nimero de Glamemnlos tetais (10°)
&
k n
i
L]
"
L]

0.8 1.0 1.2 13 1.4
Massa Corporal {g)

Figura 21. A) Correlacao entre massa corporal (g) e numero de glomérulos
de todos os grupos estudados. B) Regressao linear, de dados log-transformados,
correlacionando a massa corporal (g) com o numero de glomérulos dos grupos
separadamente. (Controle: r=0,99, slope=1,453+0,307 p<0,001; RP: r=0,97,
slope=0,805+0,133, p<0,001; Controle+GSE: r=0,99; slope=2,713+0,342,
p<0,001; RP+GSE: 0,96, slope=2,712+0,411, p<0,001). n=5 cada.
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VIII- Discussao

Este trabalho visou estudar os efeitos benéficos da administracao
pré-natal do extrato hidroalcodlico de casca de uva (GSE) sobre as
alteracdes renais precoces da prole de matrizes que receberam dieta
hipoprotéica durante a gestacdao. Foi observado que a administracdo de
GSE foi capaz de afetar positivamente o peso ao nascimento da prole,
evitar o dano oxidativo renal e minimizar os efeitos deletérios sobre a

morfologia renal.

Varios estudos vém demonstrando que a administracdo de uma
dieta hipoprotéica durante a gestacdo é capaz de gerar um baixo peso ao
nascimento na prole correlacionado ao aparecimento de um fendtipo
hipertensivo na vida adulta, sendo esta relacionada a alteracdes
cardiovasculares e renais (Woods et al. 2001; Langley-Evans et al. 2003;
Corstius et al. 2005; Welham et al. 2005; Lim et al. 2006; Pires et al.
2006; Hoppe et al. 2007; Woods 2007; Ream et al. 2008; Chan et al.
2009; Harrison and Langley-Evans 2009). Recentemente, a participacao
do estresse e posterior dano oxidativo foi cogitada como ponto de grande
importancia na definicdo do fendtipo hipertensivo (Biri et al. 2007; Saker
et al. 2008; Fetoui, Garoui et al. 2009; Theys et al. 2009).

Até a presente data, poucos estudos verificaram o efeito da dieta
hipoprotéica materna sobre a prole de murinos (C57 bl-6) (Hoppe et al.
2007; Bol et al. 2009). Infelizmente, esses estudos, como a maioria dos
estudos feitos em ratos das linhagens Wistar e Sprague-Dawley (Langley-
Evans, Langley-Evans et al. 2003; McMullen et al. 2004; Woods and
Weeks 2004; Woods et al. 2004; McMullen and Langley-Evans 2005;
Woods et al. 2005; Woods and Weeks 2005; Harrison and Langley-Evans
2009), porcos (Foxcroft et al. 2006; Tatara et al. 2007) e ovelhas
(Osgerby et al. 2002; Williams et al. 2007; Sharkey et al. 2009) se detém
apenas a relatar as alteragdes observadas na prole. O estudo mais recente

feito em ratos da linhagem Wistar nao relata diferencas na massa corporal
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das matrizes (Alwasel and Ashton 2009). No presente estudo, utilizamos
um extrato rico em polifendis naturais que atuou de forma importante na
protecdo da prole contra os efeitos deletérios da restricao protéica
materna. Observamos um efeito protetor da administracao de GSE sobre
a prole do grupo RP+GSE, refletido no ganho de peso diferenciado das

matrizes deste grupo.

A absorcdo dos flavondides € um grande problema nao resolvido,
tendo em vista seus diversos efeitos sobre a saude. Os flavonodides
presentes nos alimentos sao considerados ndo-absorviveis uma vez que se
encontram ligados a moléculas de acglUcar. Somente os flavondides livres,
denominados agliconas, sdo descritos por conseguirem passar através do
epitélio gastrico (Hollman and Katan 1997). Neste trabalho, o processo de
extracao do extrato da casca de uvas viniferas com etanol possivelmente
retira quaisquer residuos de lipideos e acglUcares das mesmas. Contudo,
nao foi possivel identificar a quantidade de flavondides absorvida pela
fémea, nem mesmo o quanto que foi absorvido pelos fetos. Somente
pudemos identificar os efeitos indiretos da absorcao dos flavondides pelas

alteracdes observadas nas proles.

Os dois maiores sitios de metabolismo de flavondides sdo o figado e
a flora bacteriana intestinal (Hollman and Katan 1997). Neste trabalho,
apesar de nao haver diferenca na atividade da SOD entre os grupos, a
atividade de catalase hepatica estava reduzida de forma significativa no
grupo RP. Além disso, as peroxidacOes lipidicas renais e hepaticas foram
significativamente altas no grupo RP. Estes dados sugerem um
desequilibrio redox importante nos animais do grupo RP, culminando num
dano oxidativo significativo. Esse ambiente mais oxidado nos animais que
sofreram restricdo protéica materna ja foi sugerido anteriormente
(Cambonie et al. 2007; Fetoui et al. 2009), contudo, esse é o primeiro
estudo onde o dano oxidativo foi observado e reduzido, em nivel renal,
pelo uso de um extrato rico em polifendis. Desta forma, este estudo
corrobora a participacdo do desequilibrio redox na lesao renal observada

em modelos de restricao protéica materna. Atualmente, a participacao do
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estresse oxidativo sobre o mecanismo da hipertensao programada vem
sendo bastante discutida. Foi observado que o baixo peso ao nascer e a
prematuridade estao relacionados a reducao da producao de enzimas
antioxidantes, expondo o feto a altos niveis de oxidantes (Georgeson et
al. 2002; Cambonie et al. 2007; Fetoui et al. 2009).

Cambonie e colaboradores sugerem que o estresse oxidativo pré-
natal oriundo de uma restricdo protéica materna (9% de proteinas) é
moderado, e o dano é impedido pelas enzimas antioxidantes presentes.
Neste trabalho, a restricdo protéica materna é considerada intensa (6%
proteina) e os efeitos observados foram mais significativos. O tratamento
com GSE afetou o desequilibrio redox na prole de fémeas restritas
evitando a oxidagdo de lipidios tanto no figado como no rim, impedindo

assim o dano oxidativo no grupo RP.

Os efeitos deletérios sobre a morfologia renal tanto precocemente
(Woods et al. 2004; Pires et al. 2006) quanto tardiamente (Langley-Evans
et al. 1999; Langley-Evans et al. 2003; Woods 2007) na prole de fémeas
sob efeito de dieta hipoprotéica durante a gestacao tém sido descritos em
diversos trabalhos. Estes estudos mostram um comprometimento renal
gue ja comeca ao nascimento (Woods et al. 2004; Pires et al. 2006) e se
agrava ha vida adulta, com o aparecimento de glomeruloesclerose
(Nwagwu et al. 2000) uma vez que ndo ha producao de néfrons além do
periodo de nefrogénese. A escolha de se estudar a prole no momento do
nascimento teve como objetivo principal observar o efeito precoce da
administracdo de GSE sobre a prole de fémeas restritas em proteinas
durante a gestacao. Essa escolha teve suas limitagbes, uma vez que nao
houve a possibilidade de observar os efeitos sobre o fendtipo hipertensivo
dos animais. Entretanto, nos estudos em que a prole foi acompanhada até
a vida adulta, o nUmero de néfrons totais esta diretamente relacionado ao
aparecimento de um fendtipo hipertensivo (Woods et al. 2004; Woods
2007). Da mesma forma, observa-se que diferentes formas de
tratamento, seja inibindo componentes do SRAA, ou impedindo o estresse

oxidativo, resultam na protecao da estrutura renal e reduzem a pressao
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arterial na vida adulta (Sherman and Langley-Evans 2000; Stewart et al.
2005).

No presente estudo, a restricdo protéica materna afetou de forma
significativa o amadurecimento renal indicado pela redugao da relagao
entre o niumero de glomérulos vascularizados por volume de regidao nao-
nefrogénica e numero de glomérulos ndo-vascularizados por regiao
nefrogénica. Esse retardo no crescimento foi observado anteriormente
(Pires et al. 2006), porém somente no presente estudo foi possivel
identificar o grau de imaturidade dos rins da prole do grupo RP, que foi
refletido num retardo na formacgao dos glomérulos maduros, e ndo s6é em
reducao no quantitativo de glomérulos maduros. O tratamento com GSE
reverteu esse quadro de forma significativa quando comparado ao grupo
restrito que nao recebeu tratamento, porém, ndo igualou esses valores
quando comparado ao grupo Controle+GSE. Mostrando que o
desequilibrio redox nao representa a totalidade dos efeitos causados pela

restricdo protéica materna.

Um efeito interessante da administracao de GSE foi visto no grupo
que recebeu dieta controle. Observou-se um aumento significativo tanto
no N[glom]/CV como relacao v-N[glom]/a-N[glom] no grupo
Controle+GSE quando comparado ao grupo Controle. Além disso, o grupo
RP+GSE se diferenciou significativamente do grupo RP quando o numero
de glomérulos foi correlacionado ao peso ao nascimento. Ainda, slope
obtido a partir dessa correlacao indica um crescimento significativamente
menor no grupo RP e maior nos grupos tratados com GSE. Sugerimos que
o efeito sobre o crescimento observado nos grupos tratados com GSE se
deve aos efeitos vasodilatadores do extrato (Madeira et al. 2005; de
Moura et al. 2007). Possivelmente, a administracao de GSE atuou na
vasodilatacao placentaria, que ja foi descrita como ponto importante para
o baixo peso observado na prole do grupo RP (Jansson and Powell 2007),
promovendo um maior aporte de nutrientes para os grupos tratados, o
que resultou num desenvolvimento renal diferenciado nestes grupos. Esse

efeito na proliferacao de glomérulos também foi observado em grupo pré-
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natalmente restrito de vitamina D (Maka et al. 2008). Neste estudo, o
grupo sugere um efeito regulador negativo da 1,25-dihidroxivitamina D3
sobre a expressao do gene de renina. A deficiéncia de tal nutriente levaria
ao aumento no numero de néfrons, uma vez que a angiotensina II esta
relacionada ao desenvolvimento renal. Num outro estudo do mesmo
grupo, administracdo de acido retindico, uma molécula antioxidante e
estimuladora de ramificagdo mesodérmica renal via ativacao do receptor
de tirosina kinase c-ret (Moreau et al. 1998), os efeitos sobre a morfologia
renal das proles restritas durante a gestacao foram semelhantes aos
nossos resultados (Makrakis et al. 2007). Se essas alteragdes confeririam
uma vantagem na funcao renal, ainda é um fato desconhecido. Desta
forma, outros estudos sao necessarios para identificar os mecanismos

desse processo.

Todos os resultados observados levam a conclusdo de que a
administracao de GSE foi benéfica para a preservacao da morfologia renal
na prole de fémeas que receberam dieta hipoprotéica durante a gestacao,

possivelmente via sua agao antioxidante e vasodilatadora.
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