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RESUMO

A endotoxemia materna representa um fator que afeta o ambiente intrauterino,
prejudica a nefrogénese e programa o surgimento de hipertensdo e doenca renal na
vida adulta. O impacto ocorre por mecanismos que envolvem a ativacdo de
processos inflamatérios e estresse oxidativo no ambiente materno-fetal. Os extratos
obtidos de componentes da Moringa oleifera (MO), espécie arborea nativa da India,
demonstra propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, e de sua semente pode
ser isolada uma lectina que apresenta atividades imunomodulatéria e anti-
inflamatoria, a WSMoL (Water Soluble Moringa oleifera Lectin). Dessa forma, o
objetivo desse estudo foi avaliar se a administracdo do extrato aquoso da MO
(EASMO) ou da WSMoL previne a programacéao da hipertenséo e estresse oxidativo
renal na prole adulta obtida de ratos fémeas submetidas a endotoxemia materna.
Para isso ratos fémeas foram submetidas a endotoxemia, por meio da administracédo
de LPS (0,5 mg/kg de massa corporal) nos dias 13, 15, 17 e 19 de gestacéo, e
tratadas diariamente (13°-17° dia de gestacdo) com EASMO (200 mg/kg de massa
corporal) ou WSMoL (1,1 mg/kg de massa corporal). Na vida adulta, a prole de ratos
machos foi submetida a avaliacdo da funcéo renal e pressao arterial sistélica (PAS).
Além disso, foi avaliado no rim os niveis de peroxidacao lipidica, niveis de espécies
reativas de oxigénio (EROs), atividade da NADPH oxidase, niveis de nitrato/nitrito e
contetdo proteico de IL-6 e TNF-a. A prole obtida de maes LPS sem tratamento
apresentou maiores niveis de PAS do que o grupo Controle. Adicionalmente, foi
observado no rim maior peroxidacao lipidica, niveis de EROS, atividade da NADPH
oxidase, niveis de nitrato/nitrito e contetdo proteico de TNF-a. A prole proveniente
de méaes LPS tratadas com o EASMO ou com a WSMoL ndo apresentaram
alteracdo da PAS, bem como da peroxidacdo lipidica, dos niveis EROs e da
atividade da NADPH oxidase no rim em relacdo ao grupo Controle. Apenas o
EASMO preveniu a elevacédo do TNF-a renal. Os presentes dados demonstram que
ambos tratamentos previnem a programacao intrauterina da hipertensao induzida
pela endotoxemia materna em paralelo a efeitos antioxidantes renais. Além disso, é
demonstrado que apesar do EASMO e da WSMoL apresentarem efeitos
antioxidantes semelhantes, os dois produtos da Moringa oleifera também

apresentam alguns mecanismos de acao distintos.
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ABSTRACT

Maternal endotoxemia is a clinical issue that affects the intrauterine environment,
impairs nephrogenesis and induces the onset of hypertension and kidney disease in
adulthood offspring. These changes occur through mechanisms that involve
inflammatory mediators and oxidative stress in the maternal-fetal environment. The
extracts obtained from components of Moringa oleifera (MO), a native tree from
India, shows antioxidant and anti-inflammatory properties, and from its seed, a lectin
that has immunomodulatory and anti-inflammatory activities, WSMoL (Water Soluble
Moringa oleifera Lectin), can be isolated.. Thus, we aim to evaluate whether the
administration of aqueous extract of seeds of MO (AEMOS) or WSMoL prevents the
programming of hypertension and renal oxidative stress in adult offspring obtained
from female rats subjected to maternal endotoxemia. For that, female rats were
submitted to endotoxemia through the administration of LPS (0.5 mg/kg of body
mass) on days 13, 15, 17 and 19 of gestation, and treated daily (13°-17° day of
gestation) with AEMOS (200 mg/kg body weight) or WSMoL (1.1 mg/kg body mass).
In adulthood, the offspring of male rats underwent assessment of renal function and
systolic blood pressure (SBP). In addition, lipid peroxidation levels, reactive oxygen
species (ROS), NADPH oxidase activity, nitrate/nitrite (NOx) levels and protein
content of IL-6 and TNF-a were evaluated in the kidney. Offspring obtained from
untreated LPS mothers had higher levels of SBP than the Control group. Additionally,
greater lipid peroxidation, ROS, NADPH oxidase activity, NOx levels and protein
content of TNF-a were observed in the kidney. Offspring from LPS mothers treated
with AEMO or WSMoL did not present different SBP, lipid peroxidation, ROS levels
and NADPH oxidase activity in the kidney compared to the Control group. Only
AEMOS group presented lower levels of renal TNF-a in comparison to non-treated
LPS group. The present data demonstrate that both treatments prevent intrauterine
programming of hypertension induced by maternal endotoxemia in parallel to renal
antioxidant effects. In addition, it is shown that although AEMOS and WSMoL have
similar antioxidant effects, the two products of M. oleifera also have some distinct

mechanisms of action.

Keywords: Inflammation; Plant; Protein; Hypertension
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1 INTRODUCAO

A presenca de eventos intrauterinos adversos aumenta o risco do surgimento
de alteragGes funcionais renais e cardiovasculares na vida pos-natal (NUSKEN et
al.,, 2018). Sabe-se que véarios disturbios que afetam a gestacdo resultam em
estresse oxidativo na placenta ou nos tecidos maternos (PEREIRA e MARTEL,
2014). O estresse oxidativo pode ser um elo de ligacdo entre o insulto intrauterino e
as consequéncias da programacao apos o nascimento (THOMPSON e AL-HASAN,
2012). Embora outros mecanismos contribuam claramente para a etiologia dessa
condicdo, 0 estresse oxidativo interage com outras vias mecanicistas conhecidas,
incluindo alteragdo da angiogénese e inflamacdo (HOLDSWORTH-CARSON, 2010).

A endotoxemia materna € uma situacdo relacionada ao retardo do
desenvolvimento intrauterino e a programacdo de doencas na vida adulta. A
exposicdo materna ao LPS, endotoxina presente na parede celular de bactérias
gram-negativas, induz uma resposta imunologica sistémica pela via do receptor Toll-
like 4 (TLR4) através da liberacdo de inumeras citocinas pré-inflamatérias, que
podem ativar a producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (ALEXANDER et
al., 2001; Schrier e Wang, 2004), que por sua vez, estdo associados a prejuizos na
nefrogénese e dano estrutural renal (HAO et al., 2010; WANG et al., 2014), aumento
da pressao arterial (HAO et al., 2010; WEI et al., 2007) e anormalidades
morfolégicas do miocéardio e da aorta (ZHAO et al., 2014; WANG et al., 2015; CHEN
et al., 2015).

A busca por abordagens terapéuticas antioxidantes capazes de “reprogramar”
condicdes deletérias geradas no ambiente materno parece interessante na
prevencado de complicacbes da prole na idade adulta. A Moringa oleifera (MO),
espécie arborea nativa da india, € amplamente cultivada na Africa, América Central
e do Sul e na Asia (AYERZA, 2012). As folhas e sementes da arvore s&o ricas em
polifendis, mostrando uma série de efeitos benéficos, incluindo propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias, anticancerigenas e antimicrobianas (MUANGNOI et
al., 2012; PONTUAL et al., 2014). Ja é descrito que o extrato das folhas da MO
apresenta efeitos renoprotetores, por mecanismos antioxidantes (OKWARI et al.,
2015), contudo ainda nédo existem dados que descrevam se esse efeito existe em
extratos obtidos das sementes. Por outro lado, das sementes da MO é isolada a
lectina WSMoL (do inglés water-soluble M. oleifera lectin) (SANTOS et al., 2005),
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uma proteina com descritas atividades in vitro imunomodulatéria (CORIOLANO et
al., 2018), anti-inflamatoria e antioxidante (ARAUJO et al, 2013).

Tendo visto que o extrato das sementes da MO e a WSMoL apresentam
efeitos antioxidantes e anti-inflamatoérios, é possivel que essas duas preparacdes
sejam viaveis na prevencdo das alteracdes renais induzidas pela endotoxemia
materna. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos
renoprotetores e antioxidantes das sementes da Moringa oleifera e da lectina
WSMoL em ratos obtidos de mées submetidas a inducdo de endotoxemia materna
pela administracéo do LPS.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 PROGRAMACAO INTRAUTERINA

Achados epidemiolégicos em humanos mostram que insultos provocados no
ambiente intrauterino comprometem o desenvolvimento fetal por mediar alteragdes
permanentes na morfologia e funcdo dos tecidos (LUCAS, 1991). A restricdo do
crescimento intrauterino (IUGR), uma condicdo na qual o feto ndo atinge seu
potencial de crescimento genético, € uma complicacdo comum da gravidez
(WARDLAW, 2004). Cerca de 14,8 milhGes de criangas nasceram prematuras em
2014 (10,6% dos nascidos vivos), com 81% dos nascimentos prematuros na Asia e
Africa Subsaariana. Aproximadamente 15% dos recém-nascidos prematuros
nasceram antes das 32 semanas de gestacao e necessitaram de cuidados especiais
hospitalares (LEE et al., 2019).

O crescimento intrauterino comprometido esta associado a um aumento da
incidéncia de disturbios reprodutivos e neuroldgicos, e a um maior risco de doencas
cardiovasculares e metabdlicas, como hipertensdo, doenca coronariana, obesidade
e diabetes tipo 2 na vida adulta (BARKER, 1994, LUCAS, 1991). O conceito de que
a doenca no adulto se origina no utero devido alteracdes durante o desenvolvimento
intrauterino, frequentemente associadas ao comprometimento do crescimento fetal,
€ conhecido como programacao intrauterina (BARKER, 1994).

Estudos com mais de 400.000 individuos, vinculam o peso ao nascer com
niveis mais altos de presséao arterial mais tarde na vida (HUXLEY, 2000). No entanto,
evidéncias sugerem que o crescimento intrauterino ndo é o unico determinante de
'risco’ em modelos animais (ratos e ovelhas), ja que a hipertensdo na vida adulta foi
programada por tratamentos do feto que ndo causaram reducdo no peso ao nascer
(LANGLEY-EVANS et al., 1996; DODIC et al., 1998).

Estudos em animais demonstram que o momento, a duragcdo e a natureza
exata do insulto durante a gravidez sado determinantes importantes do padrao de
crescimento intrauterino e dos resultados fisiol6gicos especificos (BERTRAM e
HANSON, 2001). Como diferentes orgaos fetais crescem em taxas diferentes, o
momento do insulto é importante para determinar a especificidade tecidual dos
efeitos programados (FOWDEN et al.,, 1998; HARDING e JOHNSTON, 1995). A



15

programacao intrauterina pode ocorrer em qualquer nivel do sistema fisiologico
afetado e pode envolver alteracdes estruturais e funcionais em genes, células,
tecidos e até orgéaos inteiros (GLUCKMAN, 2004; MCMILLEN e ROBINSON, 2005).

Durante o desenvolvimento, o acido desoxirribonucleico (DNA) pode ser
modificado epigeneticamente, e a interagdo com as proteinas reguladoras nos
promotores pode ser alterada, resultando em efeitos na ativacao e repressao génica
(VICKARYOUS e WHITELAW, 2005; WATERLAND e GARZA, 1999). A sintese
proteica também pode ser modificada, juntamente com mudancas permanentes na
abundancia de proteinas celulares. Nas células, as condi¢cdes intrauterinas podem
induzir alteracdes na funcéo, numero e tamanho, alterando a proliferacdo, a selecéo
clonal e a remodelacdo apoptética das populacdes celulares, que por sua vez,
podem alterar a morfologia e fisiologia dos tecidos e dérgaos como um todo
(FOWDEN et al., 2006). Se o insulto ocorrer no tempo da organogénese, as
alteracdes podem ser graves e levar a um déficit permanente de desenvolvimento.
As alteracdes funcionais programadas no utero podem, portanto, ser um meio de
adaptacdo para manter o desenvolvimento de tecidos essenciais, como o cérebro e
a placenta, e/ou um mecanismo para definir um fendtipo adequado para as
condicbes ambientais oriundas do utero (BATESON et al, 2004; MCMILLEN e
ROBINSON, 2005).

2.1.1 Papel da placenta no desenvolvimento embrionario

O desenvolvimento adequado da placenta € fundamental para o
desenvolvimento fetal normal. A placenta tem papel primordial no suprimento ideal
de nutrientes e oxigénio, libera horménios nas circulacbes materna e fetal para
afetar a funcdo uterina, metabolismo materno, crescimento e desenvolvimento
fetal. Além disso, metaboliza algumas substancias e pode liberar produtos
metabdlicos nas circulacdes fetal e materna. A placenta pode ajudar a proteger o
feto contra certas moléculas xenobioticas, infec¢cdes e doencas maternas. Qualquer
anormalidade no desenvolvimento seré crucial para a funcéo placentaria resultante
(SULTANA, 2017).

Desde a implantacdo até o parto, citocinas sao secretadas pelos
citotrofoblastos, sinciciotrofoblasto e células de Hofbauer, incluindo TNF-a e IL-6, e

sédo fundamentais na manutenc¢éo da gravidez (HAUGUEL-DE MOUZON e
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GUERRE-MILLO, 2006; THOMSON, 1999; ROMERO et al, 2006). Entretanto,
algumas citocinas podem impactar o desenvolvimento fetal, mesmo sem atravessar
a placenta, através de um mecanismo indireto de alteracdo do fluxo de nutrientes o
que gera um fendtipo metabdlico deletério na prole (INGVORSEN et al., 2015;
ROBBINS e BAKARDJIEV, 2012; GACCIOLI et al., 2013).

A placenta altera sua expressdo génica e atividade transportadora de
nutrientes, para manter o crescimento fetal, em situagbes de hipdxia e nutricao
materna anormal (KREBS et al., 1996; JANSSON et al.,, 2002) (Figura 1). Essas
situacOes alteram o desenvolvimento da placenta e interferem no crescimento fetal,
resultando em regulacdo epigenética da placenta (JANSSON et al., 2002; MYATT,
2006). O estresse por hipdxia, oxidacdo e nitrificacdo associados a funcao
placentaria pode ser o mecanismo fundamental geral subjacente a programacéao
fetal (MYATT, 2006; FRIEDMAN e CLEARY, 2014; ROBERTS, 2014).

Figura 1 - Disfun¢des geradas no ambiente intrauterino repercutem na placenta e geram
consequéncias funcionais no feto
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Fonte: Aljunaidy et al. (2017).

2.1.2 Repercussdes da programacao intrauterina na prole
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A programacdo fetal pode afetar a expressdo de genes individuais em
gualquer estagio, desde alteracbes nas fungdes biologicas moleculares, como
densidade ou sensibilidade das células receptoras, até alteracdes hormonais
permanentes ou alteracfes no metabolismo ou respostas a estressores fisioldégicos
(CUNNINGHAM e CAMERON, 2003).

O retardo no crescimento intrauterino atestou que o baixo peso ao nascer esta
associado a hipertensdo pos-natal, intolerdncia a glicose e alteracbes no
funcionamento de vérios eixos enddcrinos, incluindo ilhotas pancreéticas, sistema
renina-angiotensina e o eixo hipotalamico-hipéfise-adrenal (FOWDEN et al., 2005).

A restricdo calorica, privacao isocalorifica de proteinas, restricdo placentaria e
reducdes nos fluxos sanguineos umbilicais e/ou uterinos prejudica o crescimento
fetal e leva a anormalidades nas funcbes cardiovascular, metabdlica e enddcrina
antes e apos o nascimento (MCMILLEN e ROBINSON, 2005).

Em modelos animais, a obesidade materna aumenta o risco de adiposidade,
intolerancia a glicose, reducao da funcéo das células beta pancreéticas, hipertensao,
doenca hepatica gordurosa nao alcodlica, além de alterar a imunidade inata da prole
(SAMUELSSON et al., 2008; SHANKAR et al., 2008; OBEN et al., 2010; HAN et al.,
2005; ELAHI et al., 2009; BRUCE et al., 2009; MCCURDY et al., 2009;
MOURALIDARANE et al., 2013). O perfil inflamatério de gestantes obesas é
caracterizado pelo aumento da producédo das citocinas TNF-a e IL-6 que interfere na
disponibilidade de nutrientes e lipideos para o feto (KIRWAN et al., 2002; CHALLIER
et al., 2008; FARLEY et al., 2009; INGVORSEN et al., 2015).

Dieta com reducéo proteica durante a gestacdo em ratos diminue a expressao
da 11B-hidroxisterdide desidrogenase renal tipo 2 (113-HSD2) e aumenta a
expressao do receptor de glicocorticdide renal na prole (OSTREICHER et al., 2010;
BERTRAM et al., 2001).

Em ovelhas prenhas, a administracdo de glicocorticoides, por dois dias,
guando o rim mesonefrico se desenvolve no final do primeiro més de gestacéao,
causa uma reducgéo permanente no numero de néfrons e leva a hipertenséao na prole
adulta (MORITZ et al., 2003).

2.1.3 Programacéao da hipertenséao e papel do rim
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A hipertensdo € o fator de risco mais importante para eventos
cardiovasculares e mortalidade em todo o mundo (LOPEZ et al., 2006). A presséo
arterial elevada contribui para a progresséao da insuficiéncia renal (WINGEN et al.,
1997) e é um forte fator de risco independente para doenca renal em estagio
terminal (KLAG et al., 1996). A diminuicdo da funcédo renal também é associada ao
aumento da presséo arterial e morbidade cardiovascular, e vice-versa (VANHOLDER
et al., 2005). Por isso, a deteccdo precoce da elevacdo da pressao arterial
desempenha um papel importante na prevencdo da doenca renal terminal
(SCHMIEDER, 2010).

Como as etapas do desenvolvimento ocorrem durante periodos Unicos, 0
tempo e a duracdo de um evento adverso afetam especificamente a programacao do
desenvolvimento. Programacao renal adversa aumenta a incidéncia de sequelas
renais e cardiovasculares graves mais tarde na vida. Isso inclui hipertenséo arterial e
lesdo de 6rgédo final associada, agravamento da doenca inflamatéria glomerular e
ocorréncia de doenca renal em estagio terminal (NUSKEN et al., 2018).

O risco de aumento da pressao arterial e perda da funcdo renal é visto em
condi¢Bes em que ha anormalidades no peso ao nascer, baixo ou alto (VANHOLDER
et al., 2005; SCHMIEDER, 2010; EDVARDSSON et al., 2012; LACKLAND et al.,
2000; LUYCKX e BRENNER, 2015; VIKSE et al., 2008; HALLAN et al., 2008; THE
LOW BIRTH WEIGHT AND NEPHRON NUMBER WORKING GROUP, 2017), alto
IMC (indice de massa corpérea) materno (PERNG et al., 2014) ou propor¢cao
elevada de proteina/carboidrato na dieta materna durante a gravidez
(HROLFSDOTTIR et al.,, 2017; CAMPBELL et al., 1996) e rapido ganho de peso
poés-natal (BEN-SHLOMO et al., 2008). Além disso, 0 baixo peso ao nascer esta
associado a riscos elevados de albumindria, doenca renal em estagio terminal, ou
reducédo da taxa de filtracdo glomerular (TFG) (VIKSE et al., 2008; JUNG et al., 2011;
RUGGAJO et al., 2016), que até ja pode ser detectada na infancia (VIKSE et al.,
2008; LOPEZ-BERMEJO et al., 2008; FRANCO et al., 2008).

Os rins sao excepcionalmente vulneraveis aos efeitos da restricdo de
crescimento. Os parametros marcadores sao o tamanho do rim e o nimero de
néfrons, que se correlaciona positivamente com o peso ao nascer (HUGHSON et al.,
2003, BARKER, 1992). Nos seres humanos, o processo de nefrogénese € iniciado
por volta do dia 22 da gestacdo, com os pronefrons, a producdo de urina comeca

apo6s 10 semanas (QUIGLEY, 2012) e o crescimento renal maximo ocorre entre 26 e
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34 semanas de gestacdo (KONJE, 1996). Por volta da semana 36, a nefrogénese é
concluida e o numero de néfrons € determinado (QUIGLEY, 2012; SEELY, 2017). Em
prematuros, a adaptacdo a condi¢gdes extra-uterinas prejudica a nefrogénese e as
criancas acabam com menos néfrons e uma porcentagem maior de glomérulos
morfologicamente anormais (STRITZKE, 2017; LUYCKX, 2017; RODRIGUEZ et al.,
2004; SUTHERLAND et al., 2011).

O numero de néfrons em humanos varia de aproximadamente 200.000 a 2,5
milhdes de néfrons por rim (DAVIES et al., 2012). Esse numero é reduzido apés
dieta com baixo conteudo de proteina durante a gravidez (LANGLEY-EVANS et al.,
1999; JONES et al.,, 2001, WOODS, et al., 2004; SAMPOGNA et al.,, 2015;
VEHASKARI et al., 2001), insuficiéncia utero-placentaria (GILBERT e MERLET-
BENICHOU, 2000; SCHREUDER et al., 2005; SANDERS et al., 2004),
exposicdo intrauterina a glicocorticoides (TAYLOR et al., 2007), nascimento
prematuro (RODRIGUEZ et al., 2004, STELLOH et al., 2012) e estresse oxidativo
(YZYDORCZYK et al., 2008). A reducdo do numero de néfrons esta associado com
o tamanho glomerular aumentado, hiperfiltracdo, hipertensdo e lesdo glomerular
progressiva (LUYCKX e BRENNER, 2005; BRENNER et al., 1996).

Liga-se esta alteracdo a taxa de crescimento fetal e apoia a teoria da massa
corporal programada. Posteriormente, qualquer aumento nas taxas de crescimento e
peso corporal na idade adulta excede a capacidade funcional dos rins, levando a
uma taxa de filtracdo glomerular anormal, acumulo de &gua e hipertensao
(MACKENZIE et al., 1996; MANALICH et al., 2000).

Um sistema conhecido por estar envolvido no desenvolvimento “normal” e
programacao do rim é o sistema renina-angiotensina (SRA), que demonstra ser
necessario para o funcionamento do rim fetal, em particular, na manutencdo e
regulacao da taxa de filtracao glomerular (BRENNER et al., 1996).

A desregulacdo de todos ou de componentes Unicos do sistema renina-
angiotensina-aldosterona pode prejudicar gravemente o desenvolvimento renal
(GURON e FRIBERG, 2000; TERADA et al., 2017) e induzir um desequilibrio
hormonal persistente que pode contribuir para o desenvolvimento de hipertensao
arterial e insuficiéncia renal. Em ratos neonatais, ap0s dieta com baixo teor de
proteinas durante a gestacao, os niveis de renina renal e angiotensina Il (WOODS et
al., 2001), bem como as expressoes proteicas dos receptores de angiotensina tipo 1
(AT1R) e tipo 2 (AT2R) (ALWASEL et al., 2010) foram reduzidas. Em filhotes adultos,
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submetidos a essa dieta durante estagio intrauterino, foi demonstrado presséo
arterial elevada (VEHASKARI et al., 2001), expressdao aumentada de ATIR
(LUZARDO et al.,, 2011; SAHAJPAL e ASHTON, 2003) e atividade enzimatica
conversora de angiotensina no plasma acompanhando niveis levemente elevados
de angiotensina Il (LANGLEY e JACKSON, 1994; NUSKEN et al., 2018). Em mées
diabéticas, a prole de ratos apresenta acentuada regulacao positiva da expressao do
gene de angiotensinogénio (AGT) e AT1R, bem como aumento da proporgédo de
MRNA de ECA: ACE2 (CHEN et al., 2010).

A organogénese pode ser significativamente afetada pela metilacdo alterada
do DNA, a modificacdo de histonas e outros mecanismos que podem predispor a
doenca renal (DRESSLER e PATEL, 2015). Alteracdes globais de metilacéo
associadas a hipertensdo foram observadas apds deficiéncia periconcepcional
significativa de vitaminas do complexo B e metionina (SINCLAIR et al., 2007). Assim,
modificacdes nutricionais podem induzir alteracdes epigenéticas temporarias ou
permanentes que certamente tém o potencial de modular a doenca renal.

Na vida pés-natal, modelos experimentais também demonstram condi¢cdes
deletérias na prole. O rapido ganho de peso pés-natal e a obesidade precoce tém
sido associados a desfechos renais adversos (YIM e YOO, 2015; WANG et al.,
2006). Superalimentacdo pds-natal precoce em ratos pela reducdo do tamanho da
ninhada induziu aumento precoce de peso pos-natal e foi associado ao aumento da
pressao arterial, glomerulosclerose e proteindria na idade adulta (BOUBRED et al.,
2009). Em um estudo semelhante, a superalimentacdo pos-natal resultou na TFG
diminuida, aumento da proteindria e aumento da deposicéo de colageno (ALCAZAR
et al., 2012).

2.2 ENDOTOXEMIA MATERNA

Diferentes técnicas experimentais foram estabelecidas na indug&o do retardo
do crescimento intrauterino para posterior avaliacdo dos seus efeitos na prole. Esses
métodos incluem estresse materno, hipoxemia, administracdo de glicocorticoides,
restricdo do fluxo sanguineo uterino, supernutricdo e subnutricdo e manipulacdo do
contetudo de macro e micronutrientes da dieta (FOWDEN et al., 2006; MCMILLEN e
ROBINSON, 2005; FOWDEN et al., 2006). A inflamacéao intrauterina € uma situacao
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clinica de alta relevancia que pode repercutir no desenvolvimento intrauterino de
maneira semelhante aos processos acima, e € utilizada como modelo experimental.

No periodo gestacional, o perfil inflamatério é alterado, dai a necessidade de
um equilibrio entre a producéo de citocinas pré e anti-inflamatérias para implantacéo
normal, invasdo de trofoblastos e placentacdo, o que apoia a percepcdo de que o
sistema imune e, principalmente, a resposta inflamatéria desempenham papel
importante na manutencdo da gestacdo e desencadeamento do trabalho de parto
(MOR et al., 2011).

A inflamacdo e a infeccdo cronicas continuam sendo a principal causa de
morte em recém-nascidos, e especialmente em prematuros (GOLDENBERG et al.,
2000). Cerca de 30% dos nascimentos prematuros ocorrem devido a infeccbes
maternas ou fetais (GOLDENBERG et al., 2008). A exposicdo pré-natal a um
ambiente intrauterino pro-inflamatorio esta associada a patogénese do parto
prematuro e complicacdes neonatais graves, lesdo cerebral, enterocolite necrosante,
e displasia broncopulmonar (DBP) (HOWSON et al., 2012; GOLDENBERG et al.,
2008; WU et al., 2003; BEEN et al., 2013; LAPCHAROENSAP et al., 2015).

Um tipico perfil de citocinas que caracteriza as respostas imunes fetais,
decorrente inflamacdo na placenta, consiste em altos niveis de citocinas
inflamatorias inatas IL-1B, IL-6, IL-23, TNF-a e IL-10, além de quimiocinas IL-8,
MCP1 e RANTES (KIM et al., 2015). E provavel que essas altera¢cbes aumentem
significativamente a suscetibilidade dos neonatos a doengas de natureza
inflamatoria (LU e CLAUD, 2018).

A inflamacéo intra-amniética, decorrente de infec¢do intrauterina, conhecida
como corioamnionite (CAM), é caracterizada pela infiltragdo de células
mononucleadas na placenta e nas membranas fetais. A CAM interrompe o fenotipo
de macrofagos, promove ativagdo de células Thl7 e leva o sistema imunolégico
materno e fetal a producdo de citocinas de polarizagao celular TH1. Esse quadro
imunologico pode desencadear uma sindrome da resposta inflamatéria fetal (FIRS),
traduzindo a CAM em uma doenca fetal sistémica com alta morbidade. Além desses
efeitos agudos, a ativacdo imune precoce por estimulos pro-inflamatorios tem efeitos
duradouros no desenvolvimento e na imunidade durante a infancia (ANDREWS et
al., 2006; AMARA et al., 2013; ITO et al., 2010; GARGANO et al., 2008; GANTERT
et al., 2010; HOFER et al., 2013; LEVY, 2007).
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Além disso, Luciano et al. (2014) relataram que a exposi¢cdo pré-natal a
inflamacdo e corioamnionite leva a alteracdes no pool de células T reguladoras
periféricas (Treg) no sangue do corddo umbilical, podendo influenciar na tolerancia
periférica e no controle das respostas imunes aos patégenos. Esses estudos
sugerem possiveis mecanismos celulares pelos quais a infeccao/inflamacdo materna
durante a gravidez provoca uma reprogramacao do sistema imunoldgico inato e
adaptativo do feto (LU e CLAUD, 2018).

O sistema imune inato constitui mecanismo de defesa na prevencao, controle
e eliminacdo de infec¢des, no reconhecimento e eliminacdo de produtos de células
danificadas e mortas e no estimulo de mecanismos ativadores da imunidade
adaptativa (ABBAS et al., 2008). A deteccdo dos patdégenos ocorre através do
reconhecimento de estruturas moleculares caracteristicas, chamadas de padrbes
moleculares associados ao patdogeno (PAMPSs) e através de moléculas enddgenas
liberadas por células danificadas ou mortas, denominadas padrées moleculares
associados ao dano (DAMPs). Ambos s&o reconhecidos pelos receptores de
reconhecimento de padrdes (PRRs) e quando ativados, mediam a opsonizacéo,
ativacdo do sistema complemento, fagocitose, inducdo de apoptose e ativacdo de
vias de sinalizacdo de citocinas pré-inflamatérias (FINKEL, 1998; ABBAS et al.,
2008).

As células inflamatdrias ativadas liberam uma grande quantidade de radicais e
proteases de oxigénio, resultando em lesdo direta do tecido, além de levar a
producédo de citocinas pro-inflamatérias que também atuam como biomarcadores da
lesdo subjacente. O processo inflamatério pode finalmente ser uma fonte de
producdo excessiva de EROs com danos subsequentes aos componentes celulares
e disfuncdo endotelial quando as respostas inflamatérias sdo sustentadas. Além
disso, as citocinas produzidas como resultado da inflamacdo foram associadas a
alteracbes nos padrbes de producédo de 6xido nitrico sintase (NOS), contribuindo
ainda mais para o estresse oxidativo por meio de reacbes de NO com O2 - levando a
uma producédo ainda maior de oxidantes reativos, como o peroxinitrito (ONOO")
(PEREZ et al, 2019).

Modelos experimentais de inducdo de um ambiente inflamatério intrauterino
utilizam o LPS como meio de promoc¢ao da endotoxemia materna na avaliacdo das
consequéncias dessa condicdo na prole (YU et al., 2018). A administracao de LPS

na inducao da endotoxemia materna demonstrou induzir o0 nascimento prematuro e a
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morte fetal. Apesar do LPS permanecer em grande parte na circulagdo materna ou
ndo passar para o tecido fetal, citocinas maternas e mediadores pro-inflamatérios
podem passar pela placenta e desencadear a ativacao, recrutamento e infiltragéo de
leucdcitos fetais para os 6rgaos (SALMINEN et al., 2008; CARPENTIER et al., 2011;
ASHDOWN et al., 2006). Enquanto em neonatos, o perfil imunolégico demonstrou
reducdo da quantidade de neutrofilos, mondcitos e eosinofilos circulantes (HODYL et
al., 2008). Propde-se que é a interacdo da inflamagcdo materna e o estagio de
desenvolvimento fetal que medeia o resultado neonatal adverso na endotoxemia
(INGVORSEN et al., 2015).

Estudos demonstram que a exposicdo pré-natal ao LPS resulta em aumento
da pressdo arterial na prole que € associada a alteracbes no sistema renina-
angiotensina no rim e aumento da leptina circulante, o que pode aumentar a
atividade do nervo simpatico (HAO et al.,, 2010; WEI et al.,, 2007). A exposicao
materna ao LPS induz anormalidades morfolégicas do miocéardio e da aorta, além de
prejudicar a funcéo vascular da prole (ZHAO et al., 2014; WANG et al., 2015; CHEN
et al., 2015). Essas anormalidades séo causadas em parte pela disfuncéo vascular
mesentérica devido ao aumento de EROs que esgota o 6xido nitrico (WANG et al.,
2015). A regulacao positiva das isoformas da NADPH oxidase e do receptor da
angiotensina tipo 1 (AT1R) sdo eventos iniciais na disfuncdo vascular mesentérica
(DENG et al., 2016).

Danos renais também sdo observados pela programacdo da hipertenséo
através da exposicdo pré-natal ao LPS, que esta associado a nefrogénese
prejudicada, dano estrutural renal e baixa depuracdo da creatinina na idade adulta
(HAO et al.,, 2010). Além disso, o receptor de dopamina tipo 1 que diminui a
excrecdo renal de sodio também é prejudicado devido ao aumento de EROs pelo
LPS materno (WANG et al., 2014).

2.2.1 Mecanismo de induc¢éo da inflamacéo pelo LPS

O lipopolissacarideo (LPS), componente da membrana externa de bactérias
gram-negativas, € composto por trés dominios distintos, covalentemente ligados
entre si: uma porgao glicolipidica denominada lipideo A, um glicano, e entre eles um
oligossacarideo central. O glicano geralmente € o polissacarideo O-especifico (ou O-

antigeno). O LPS é ancorado na membrana por até sete cadeias acila que
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compdem o lipideo A, que é a unidade biologicamente ativa. O lipideo A é a parte do
LPS mais evolutivamente conservada responsavel por sua atividade pro-
inflamatéria, condi¢cdo crucial para conter infec¢cdes bacterianas, entretanto,
respostas excessivas do hospedeiro ao LPS podem levar a condi¢gbes inflamatorias
sistémicas, como sepse, sepse grave e choque séptico fatal (O'NEILL et al., 2009;
WIIJNAND et al., 2010; TROTTA et al., 2014; HOMMA et al., 1985).

O LPS é reconhecido pelo receptor Toll-like 4 (TLR4) (Figura 2), receptor
ativador de macréfagos e choque séptico. Primariamente, o LPS liga-se a proteina
ligante de LPS (LBP) presente na corrente sanguinea, e é levado ao co-receptor
CD14. O CD14 é uma glicoproteina encontrada na superficie da membrana
plasmatica de mondcitos, macréfagos, células dendriticas e neutréfilos (GOYERT et
al., 1988; SIMMONS et al., 1989). A transferéncia do LPS para o CD14 é facilitada
pela albumina, que posteriormente, ajuda novamente a transferéncia para o MD2,
outro co-receptor, formando o complexo TLR4-MD2-LPS (AKIRA, 2003; WANG et
al., 2014; GIOANNINI et al., 2002; DA SILVA CORREIA et al., 2001; GIOANNINI et
al., 2005)

A dimerizacdo do TLR4 facilita o recrutamento de dois pares de proteinas
adaptadoras, TIRAP / MyD88 e TRAM / TRIF, para o dominio TIR do receptor por
meio de intera¢cdes homotipicas TIR-TIR. O MyD88, entéo, recruta as cinases IRAK4
e IRAK2 (ou IRAK1) desencadeando uma cascata de sinalizacdo que leva a
ativacdo de NF-kB e MAP cinases e controla a producdo de citocinas proé-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), interleucina-6 (IL-6).Ja o
TRIF inicia uma via de sinalizac&o que ativa o fator de transcricdo do IRF3, levando
a expressao de interferons do tipo | (IFN) e quimiocinas induziveis ao IFN como IL-
10 e RANTES, além da ativacao tardia do NF-kB e MAP quinases. Os adaptadores
TRAM / TRIF séo recrutados para TLR4 ap6s a endocitose do receptor
(MOTSHWENE et al., 2009; LIN et al., 2010; KAWAI e AKIRA, 2011; HUSEBYE et
al., 2006; KAGAN et al., 2008; ZANONI et al., 2011)

Figura 2 - Mecanismo de reconhecimento e a¢&o do LPS
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Fonte: Pto’ciennikowska et al. (2015).

2.3 ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo é uma consequéncia do desequilibrio entre a producéo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade antioxidante. Isso pode
ocorrer devido ao aumento da geracdo de EROs, do sistema antioxidante
prejudicado, ou pela combinacdo de ambos (SIES, 2015). EROs sdo moléculas que
possuem em sua estrutura atbmica um elétron ndo emparelhado no orbital externo,
o0 que lhes propicia grande instabilidade. Essa condicdo as torna extremamente
reativas e de curta duragdo, mas com uma grande capacidade de interagdo nao
especifica com diferentes moléculas, como carboidratos, lipidios, proteinas e acidos
nucléicos (VENEREO GUTIERREZ, 2002).

Em condices fisiologicas, espécies reativas de oxigénio, como o superoxido
(O2) e peroxido de hidrogénio (H202) séo produzidos decorrente metabolismo do

oxigénio e desempenham papéis biologicamente importantes na transducéo de
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sinal, regulagcdo do crescimento celular e apoptose, desenvolvimento fetal e
imunidade inata (SIES, 2015).

As principais fontes de EROs incluem a cadeia transportadora de elétrons da
mitocondria e enzimas oxidases, dentre elas a nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfatase (NADPH) oxidase, xantina oxidase, cicloxigenase, lipoxigenase, enzimas
P450, glicose oxidase e Oxido nitrico sintase desacoplada (SIES, 2015) (Figura 3).
Os principais tipos de células envolvidas na formacdo de EROs sdo células
vasculares, como células endoteliais, musculares lisas, fibroblastos, adipdécitos e
células fagociticas (MOENS e KASS, 2006; MAYNE, 2003).

A reducdo de um elétron do oxigénio molecular gera a primeira EROs, o
superoxido. E uma molécula que possui vida curta, altamente reativa e
potencialmente citotdéxica que pode modificar moléculas adjacentes, como o0 que
ocorre com 0 6xido nitrico. A reacdo do superéxido com o Oxido nitrico inativa-o e
forma o peroxinitrito, espécie de nitrogénio extremamente reativa. O superéxido e o
peroxinitrito atacam, desnaturam e danificam lipidios, proteinas e &cidos nucléicos
(SIES, 2015). Os biomarcadores da lesdo oxidativa causada pelo peroxinitrito nos
tecidos envolvem 3-nitrotirosina (decorrente leséo proteica), além de isoprostanos e
malondialdeido, ambos produtos da peroxidacao lipidica (CABASSI et al., 2001;
GRIENDLING e FITZGERALD, 2003).

As EROs e os subprodutos de suas reacdes com varias biomoléculas sao
neutralizadas e convertidas em outras moléculas pelo sistema antioxidante natural,
gue inclui inimeras enzimas e moléculas sequestradoras derivadas de fontes
enddgenas e exogenas (SIES, 2015). Isso previne as consequéncias potencialmente
perigosas da oxidacdo de proteinas, como a formacao de agregados de proteinas
oxidadas. O tratamento com oxidantes ou alteragdes no metabolismo pode perturbar
o equilibrio entre a formacdo e remoc¢do de EROs e induzir o estresse oxidativo
(SABHARWAL e SCHUMACKER, 2014).

Os mecanismos de defesa antioxidante podem ser enzimaticos e néo
enzimaticos. Os enzimaticos incluem a superoxido dismutase (SOD), a catalase e
glutationa (GSH) peroxidase. Enquanto os nao enzimaticos incluem a-tocoferol
associado a membrana (vitamina E), ascorbato (vitamina C), flavondides,
carotenoides, tidis e glutationa (STRALIN et al., 1995; FINKEL, 1998).

Normalmente, o superoxido € convertido em H202 pela enzima superoxido

dismutase (SOD). A SOD possui trés isoformas identificadas: isoforma
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citoplasmatica (contendo zinco); isoforma mitocondrial (manganés SOD) e SOD
extracelular. O H202 por sua vez é convertido em agua pela catalase (CAT) ou
glutationa peroxidase (GPX) que utiliza a glutationa reduzida (GSH) como substrato.
Entretanto, na presenca de doadores de elétrons, como o ferro (Fe?*) e outros
metais de transicdo (por exemplo, Cu?*) ou superéxido, o H202 é convertido em

radical hidroxila (OH), que é o radical citotoxico mais reativo conhecido (SIES, 2015).

Figura 3 - Geracdo de EROs e mecanismos de defesa antioxidante
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Fonte: Vaziri (2008).

Além disso, na presenca de inflamacgéo, o fagécito produz e converte o H202
em acido hipocloroso por meio da enzima mieloperoxidase (MPO), que € altamente
abundante nessas células. O acido hipocloroso é uma espécie de cloro altamente
reativa que pode oxidar uma variedade de moléculas, incluindo proteinas (SIES,
2015).

O estresse oxidativo induz a peroxidagéo lipidica, oxidacdo de proteinas e
alteracdo na estrutura quimica do DNA que leva a disfunc¢éo celular devido a lesbes
de lipidios, proteinas e DNA (VALKO et al., 2007). Além disso, as mitocondrias s&o
alvos predominantes do estresse oxidativo porque 0 genoma mitocondrial carece de
histonas e possui menos mecanismos de reparo do DNA que o nucleo (ZIECH et al.,
2011). O dano as proteinas e membranas mitocondriais pode levar a uma disfungéo

mitocondrial adicional. Isso pode resultar em um mecanismo de feedback positivo
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pelo qual falhas de apenas algumas mitocondrias, afetadas pelo estresse oxidativo,
podem recrutar uma rede inteira de mitocondrias para falhar (AON et al., 2006).
Assim, 6rgaos com alta dependéncia de fosforilagdo oxidativa e oxidacdo de
acidos graxos B podem ser mais vulneraveis ao estresse oxidativo tanto no utero
guanto apés o nascimento, sendo considerado um mecanismo subjacente a
patogénese de doencas comuns nao transmissiveis, incluindo aterosclerose,

diabetes tipo 2, doencas neurodegenerativas e cancer (GHEORGHE et al., 2010).

2.3.1 Estresse oxidativo na programacao intrauterina

O papel do estresse oxidativo na programacéo fetal € apoiado por evidéncias
epidemioldgicas de indices de oxidantes e baixo peso ao nascer em associacdo com
diabetes tipo 2 (PEUCHANT et al.,, 2004), doenca cardiovascular (BLOCK et al.,
2002) e pré-eclampsia (ROBERTS e LAIN, 2002). Assim, 0 estresse oxidativo pode
ser um elo de ligacdo entre o insulto intrauterino e as consequéncias da
programacao apos o nascimento (THOMPSON e AL-HASAN, 2012).

Criangas (8 a 13 anos) nascidas com restricdo de crescimento intrauterino
demonstram aumento dos niveis de peroxidacao lipidica e aumento da pressao em
comparacao com criancas de mesma idade, nascidas com peso normal (MOHN et
al., 2007; FRANCO et al.,, 2007; CHIAVAROLI et al.,, 2009). Lactentes com
crescimento intrauterino restrito (RCIU) apresentam elevados niveis séricos de
indices de oxidantes (peroxidacdo lipidica e danos ao DNA) e antioxidantes
(superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase) (HRACSKO et al., 2008). Os
indices de peroxidacao lipidica sdo elevados na placenta de mulheres com pré-
eclampsia (BAYHAN et al., 2005; ATAMER et al., 2005) e no plasma ou soro de
mulheres com fetos de IUGR (KAROWICZ-BILINSKA et al., 2003; KAROWICZ-
BILINSKA et al., 2007; BIRI et al., 2007).

Sabe-se que varios disturbios da gravidez resultam na producéo de estresse
oxidativo na placenta ou nos tecidos maternos (PEREIRA e MARTEL, 2014).
Embora outros mecanismos contribuam claramente para a etiologia dessas
condi¢les, 0 estresse oxidativo demonstrou interagir com outras vias mecanicistas
conhecidas, incluindo angiogénese alterada e inflamacao para regular os resultados
da doenca (HOLDSWORTH-CARSON et al., 2010).
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O desenvolvimento do embrido ocorre em um ambiente com pouco oxigénio e
€ altamente sensivel a lesédo de moléculas oxidantes devido a sua baixa capacidade
antioxidante (DENNERY, 2010; HITCHLER e DOMANN, 2007). A medida que a
placentacdo progride, aumenta-se a transferéncia de oxigénio, necessaria durante a
maturacdo placentaria para sustentar o aumento da taxa metabdlica durante a fase
de rapido crescimento fetal, e consequentemente, aumenta a geracao celular de
EROs (BURTON, 2009; SYMONDS et al., 2006).

A placenta produz EROs sob condi¢bes normais de gravidez por meio de
fontes celulares como NADPH oxidase, transporte de elétrons nas mitocéndrias,
oxido nitrico sintase (NOS) e lipidios. Oxidantes na placenta, como o anion
superoxido e peroxinitrito sdo importantes para a proliferacdo de trofoblastos,
diferenciacdo e respostas vasculares da placenta durante a gravidez normal
(HELMO et al., 2018). As EROs também servem como moléculas de sinalizacéo que
induzem a transcricdo de varios genes (por exemplo, HIF1A, CREB1, NFKB1)
importantes na deteccao de oxigénio, diferenciacéo celular e proliferagdo (BURTON,
2009; SCHAFER e BUETTNER, 2001; CASTAGNE et al., 1999). No entanto, um
aumento anormal na producdo de EROs pode levar a alteracbes na funcéo
placentaria (IMAI et al., 2018).

As mitocondrias sdo sensores de fatores ambientais e sdo consideradas
mediadores iniciais do estresse oxidativo induzido por EROs, disfuncéo orgéanica e
programacdo fetal de doencas (LEDUC et al, 2010; SIMMONS, 2012;
STANGENBERG et al., 2015). A atividade metabdlica das mitocéndrias placentarias
causa estresse oxidativo, e essa condicao é intensificada em quadros de retardo de
crescimento intrauterino, diabetes e pré-eclampsia (GIUGLIANO et al., 1996).

Estudos em animais sustentam a hipotese de que o estresse induz fendétipos
programados na prole adulta. Ratas prenhes alimentadas com uma dieta pobre em
proteinas tém filhos (10 a 12 semanas) que exibem pressfées sanguineas arteriais
elevadas e aumento da resposta vasoconstritora a angiotensina Il. (CAMBONIE et
al., 2007)

Foi demonstrado que a hipdxia pré-natal gera estresse oxidativo nos coracdes
fetais em uma variedade de espécies animais, como ovelhas (DERKS et al., 2010),
ratos (GIUSSANI et al., 2012; ZHANG, 2005) e porquinhos-da-india (THOMPSON e
DONG, 2005; EVANS et al., 2012; DONG e THOMPSON, 2006). A hipéxia materna

aumenta os niveis de expressdo da NO sintase induzivel cardiaca fetal
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(THOMPSON e DONG, 2005; DONG e THOMPSON, 2006), nitrotirosina (GIUSSANI
et al., 2012; EVANS et al., 2012), proteina de choque térmico 70 (HSP70)
(GIUSSANI et al., 2012; LI et al., 2003), citocinas pré-inflamatérias (OH et al., 2008)
e metaloproteinases de matriz (DONG e THOMPSON, 2006; OH et al., 2008; TONG
e ZHANG, 2012; TONG et al., 2011), sugerindo a geracdo de estresse oxidativo e
inflamatorio como causador. Além disso, a exposi¢cao hiperdxica de ratos neonatais
aumenta a producdo de EROs e esti associada ao aumento da pressao arterial
sistolica e disfuncao vascular em adultos (YZYDORCZYK et al., 2008).

2.3.2 Estresse oxidativo na hipertensédo e disfuncao renal

O estresse oxidativo e a inflamagdo s&o os principais contribuintes para o
remodelamento vascular e a hipertensao (GUZIK e TOUYZ, 2017). Nos modelos de
restricdo proteica (CAMBONIE et al.,, 2007; COSTA et al., 2016) e tabagismo
materno (STANGENBERG et al., 2015), foi demonstrado que o estresse oxidativo
durante etapas criticas do desenvolvimento pode contribuir significativamente para a
suscetibilidade a doenca renal. Portanto, a reducao do estresse oxidativo durante o
inicio da vida pode prevenir a hipertensdo programada e o0s danos renais
(CAMBONIE et al., 2007; COSTA et al., 2016; STANGENBERG et al., 2015).

Os efeitos adversos da hipertensdo sdo mediados por alteragdes na estrutura
e funcdo da parede da artéria (THOM, 1997; HEAGERTY et al., 2010; MULVANY,
2018). As alteracdes funcionais, na forma de reatividade vascular alterada, ocorrem
nos estagios iniciais da hipertensdo e contribuem para o desenvolvimento e reforco
da condicdo (WILSON et al., 2019). A elevacdo de EROs no estresse oxidativo esta
envolvido na disfungédo endotelial no rim associados com a reatividade vascular do
endotélio e pressao arterial sistolica (ZIMMERMAN et al., 2004).

Em vasos sanguineos saudaveis, o revestimento celular endotelial controla a
reatividade vascular e, portanto, a pressao sanguinea, liberando moléculas de
sinalizacdo paracrinas, como oOxido nitrico (NO) e prostaciclina. A ativacdo dos
canais endoteliais de potassio também pode iniciar uma hiperpolarizacdo da
membrana plasméatica que se espalha para as células musculares lisas vizinhas
(WANG et al., 1995).

Essas vias de sinalizacdo endotelial normalmente atuam para atenuar a

contracdo vascular, ou promover vasodilatagdo, ou ambas (FARACI et al., 1994;
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OHASHI et al., 2005; PLANE et al., 1998; CHATAIGNEAU et al., 1998;
CHATAIGNEAU et al., 1998; LAMPING e FARACI, 2001), mas sua ac¢éo € diminuida
em varias fisiopatologias cardiovasculares. A influéncia modulatéria reduzida -
denominada disfuncdo endotelial - é, pelo menos em parte, responsavel pelas
respostas vasculares disfuncionais (aumento das contracbes e diminuicdo das
respostas do dilatador), que acompanham e agravam elevac¢fes cronicas da pressao
arterial (RIOS et al., 2006; WANG et al., 1995). Na hipertenséo, a interrupcéo da
funcdo endotelial altera a liberacdo de fatores vasoativos derivados do endotélio e
resulta em aumento do ténus vascular (WILSON et al., 2019).

Em disturbios renais, as EROs desempenham um papel crucial nos processos
fisiopatologicos relacionados com a hipertensdo, e a NADPH oxidase parece ser
particularmente importante na patogénese (MOENS e KASS, 2006; MAYNE, 2003;
ZHANG et al., 2010). As EROs podem ocasionar lesGes glomerulares por mediar a
producdo de lipoproteinas glomerulopaticas e lesdes inflamatorias (ZHANG et al.,
2010), danos aos poddcitos que pode causar glomeruloesclerose, mediados pela
hemocistéina decorrente ativacdo da NADPH oxidase por conglomerados lipidicos
(SINHA e KUMAR DABLA, 2015). A exposicdo ao LDL € um mecanismo subjacente
da leséo do tubulo intersticial devido a producédo de EROs pela NADPH oxidase, que
também € ativada pela Angiotensina Il que participa da progressdo da lesdo no
tubulo intersticial por causar hipertrofia das células tubulares renais (FENG et al.,
2012; MORI et al., 2006).

Uma consequéncia da elevacdo de superoxido na medula renal € uma
reducdo no fluxo sanguineo medular e um aumento na reabsorcdo de sédio (Na*),
levando a hipertensdo sustentada (FENG et al., 2012; MORI et al., 2006). Um
componente da acdo do superoxido no tecido renal € mediado por uma reducéo nos
niveis locais de 6xido nitrico (EVANS e FITZGERALD, 2005) que podem aumentar a
reabsorcédo de Na* devido ao aumento da atividade do cotransportador Na*/K*/ClI
(NKCC2) no ramo ascendente da alca de Henle (EVANS et al., 2005). Além disso,
sabe-se que o0 estresse oxidativo altera a interagdo entre o0 receptor
mineralocorticoide e uma de suas moléculas de sinalizacdo intracelular, a guanosina
trifosfatase Racl, para aumentar a reabsor¢cdo de Na* e induzir hipertensao
(KAWARAZAKI et al., 2012).

Como Racl também é uma subunidade da NADPH oxidase, a acdo da

aldosterona, o principal mineralocorticoide, promove um aumento no estresse
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oxidativo resultante da ativacdo da NADPH oxidase e reabsor¢cdo aumentada de Na*
durante a regulacdo positiva de canais epiteliais de sodio, cotransportador Na*/Cl- e
transportador Na*/K-ATPase localizados no tubulo contorcido distal (ROZANSKY,
2006).

2.3.3 NADPH oxidase como fonte de EROs

As NADPH oxidases (Nox) sdo uma familia de proteinas transmembranares
gue sao oxidoredutases dependentes de oxigénio e NADPH que produzem Oz e/ ou
H202 em vérios tipos de células e tecidos, geralmente em resposta a hormonios,
fatores de crescimento e mediadores imunes (NISIMOTO et al., 2014; LAMBETH,
2004; BEDARD e KRAUSE, 2007). Nos rins, as Nox sdo as principais fontes de
estresse oxidativo (GORIN et al., 2015; VAZIRI et al., 2003; YOU et al,
2013). Fisiologicamente, essas enzimas sao criticas para as vias de sinalizacao
envolvidas na expressdo génica, apoptose, diferenciacdo, migracao e proliferacédo
(BROWN e GRIENDLING, 2009).

Em mamiferos, a familia NADPH oxidase inclui sete isoformas: Nox1, Nox2,
Nox3, Nox4, Nox5, Duoxl e Duox2. Nox1l-4 tem estrutura de dominio previsto
semelhante com seis dominios transmembranares a-helicoidais no terminal N e um
dominio citoplasmatico do terminal C desidrogenase contendo terminais de ligacédo
conservados para FAD e NADPH (LAMBETH, 2004; BEDARD e KRAUSE, 2007).

As enzimas Nox compreendem varias subunidades que incluem isoformas
cataliticas ligadas a membrana, como Nox1-5 ou oxidase dupla 1/2 e p22phox, além
de componentes citosoélicos reguladores, como p47phox, p67phox, NoxAl, NoxO1,
Racl e proteina 2 interagindo com a polimerase-d (Poldip2) (BASI et al., 2008).

Véarios estimulos, incluindo hiperglicemia, lipoproteinas oxidativamente
modificadas e produtos finais de glicacdo avancada, promovem a montagem da
subunidade em um complexo funcional. Uma vez montado, o complexo enzima Nox
gera Oz - por transferéncia de um elétron a partr de NADPH para o oxigénio
molecular (BEDARD e KRAUSE, 2007). Ao contrario de outros Nox contendo
NADPH oxidases, Nox4 é constitutivamente ativa e produz principalmente
H202 (LYLE et al., 2009; MARTYN et al., 2006; MILLER e Francis, 2009). Embora

Nox4 nao exija que a montagem de subunidades citosolicas seja funcional (GEISZT
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et al., 2000), sua atividade é aumentada pela associacdo com Poldip2 (LYLE et al.,
2009; MILLER e Francis, 2009).

Somente Nox1, Nox2, Nox3 e Nox4 requerem associagdo com p22phox para
atividade enzimética (NAUSEEF, 2014). A atividade da Nox1 envolve a interacdo de
p47phox com NoxAl nas células do musculo liso vascular do camundongo (VSMC),
indicando que a expressdo e composicdo da subunidade NADPH oxidase podem
variar em varios leitos e espécies vasculares. A Nox5 é distinta da Nox1-4 por conter
um dominio EF do tipo calmodulina no terminal N com quatro locais de ligacdo a
Ca?* (NIU et al., 2010; AMBASTA et al., 2006).

As enzimas Duox (dupla oxidase) sdo semelhantes ao Nox5 por possuir um
dominio EF, mas também contém uma a-hélice transmembranar adicional do
terminal N, seguida por um dominio extracelular estendido que compartilha
aproximadamente 20% de identidade com a mieloperoxidase no nivel de
aminoacidos (NAUSEEF, 2014) As enzimas Nox5 e Duox s&do constitutivamente
ativas e ndo requerem proteinas citosolicas para atividade. Além disso, eles sao
ativados agudamente por niveis elevados de calcio celular via seu dominio EF em
resposta a estimulos ligados a receptores.

As células renais expressam diferencialmente as subunidades NADPH
oxidase: p47phox, p67phox e p22phox sdo expressas em células mesangiais,
poddcitos, células endoteliais, células musculares lisas vasculares, fibroblastos,
membro ascendente espesso, tubulos convolutos distais, incluindo células da
macula densa e ductos coletores corticais (GILL, 2006; ORIENT et al., 2007); Nox2
em podadcitos, células mesangiais e endotélio; Nox4 no glomérulo, tibulo proximal e
tubulo contorcido distal; e Nox3 no rim fetal (BABIOR, 2004; BEDARD et al., 2007;
GILL, 2006; LASSEGUE e CLEMPUS, 2003; ORIENT et al., 2007; SEDEEK et al.,
2009). Das isoformas Nox, a Nox4 € abundantemente expressa no rim e € uma fonte
importante de EROs renal. Outras NADPH oxidases, como Nox1l e Nox2, também
foram identificadas nos rins, mas seu significado funcional permanece incerto. As
EROs derivadas de Nox estdo implicadas nos processos fisioldgicos do rim,
incluindo gliconeogénese, transporte de glicose, feedback tubuloglomerular,
hemodinamica e transporte de eletrélitos (SEDEEK et al., 2013).

Nox1, Nox2, Nox4 e Nox5 sdo expressos no sistema cardiovascular. Essas
isoformas sdo encontradas em tipos celulares especificos no coracao, incluindo

cardiomidcitos, fibroblastos cardiacos, células do muasculo liso vascular (VSMCs),
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células epiteliais e leucdcitos residentes e infiltrados. Nox2 e Nox4 sdo as isoformas
predominantes expressas nos cardiomiocitos e estdo envolvidas na regulacdo de
varios processos (ZHANG et al., 2013). Na fisiopatologia vascular, a NADPH oxidase
é ativada por varios estimulos relevantes, incluindo angiotensina Il, noradrenalina,
TNF-a e aumento das forcas mecéanicas (GRIENDLING et al., 2000; BABIOR, 1999)
Estudos apontam que p22phox (SORESCU et al., 2002; GORLACH et al.,
2000; SZOCS et al., 2002) e Nox4 (435, SORESCU et al., 2002; SZOCS et al., 2002;
KALININA et al., 2002; PARAVICINI et al.,, 2002) sejam expressos em todas as
células vasculares, enquanto a expressdao da NOX2 predomina no endotélio
(GORLACH et al., 2000) e na adventicia (REY e PAGANO, 2002) nos vasos
condutos. A expressao vascular de Nox1 é baixa (SUH et al., 1999; PAGANO et al.,
1998; SZOCS et al., 2002), e um papel do Nox1 na geracédo vascular de O, foi
demonstrado principalmente em VSMC (LASSEGUE et al., 2001). Com relagéo as
subunidades citoplasmaticas, Racl e p47phox foram observados em todas as
camadas vasculares (LASSEGUE e CLEMPUS, 2003), enquanto o p67phox foi
encontrado apenas no endotélio (JONES et al., 1996) e adventicia (PAGANO et al.,
1998), mas ndo na camada do musculo liso (PATTERSON et al., 1999). As NOX
vasculares tém um papel no desenvolvimento da hipertensao, disfuncdo endotelial,
arteriosclerose, reestenose e hipertrofia (CAl et al.,, 2003) e pode ser ativa por
Angiotensina Il (GRIENDLING et al., 1994), fatores de crescimento (SESHIAH et al.,
2002; BRANDES et al., 2001), citocinas (DE KEULENAER et al., 1998), forcas
mecanicas (DE KEULENAER et al., 1998) e lipidios (HE e LAPOINTE, 2001).

2.4 PREVENCAO DA PROGRAMACAO INTRAUTERINA

Os estudos desenvolvidos com programacéo intrauterina visam desenvolver
estratégias de reprogramacao, que se baseiam em diferentes abordagens, incluindo
alimentares, farmacolodgicas, antioxidantes.

Sabe-se que o pré-tratamento de maes desnutridas durante a gestacdo com
antioxidantes impede o desenvolvimento de hipertensao na prole (VIEIRA-FILHO et
al., 2013), como demonstrado em ratos adultos submetidos a uma dieta de restricao
proteica na gestacdo, em que a administracdo de um inibidor da peroxidacéo
lipidica, lazaroid evitou a elevacdo da pressao arterial, resposta vasomotora

aumentada a angiotensina Il, vasodilatagdo prejudicada ao nitroprussiato de sédio e
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rarefacdo microvascular (CAMBONIE et al., 2007). Tratamento com a-tocoferol
durante a lactacdo impediu o desenvolvimento de hipertensdo na prole, regulou os
niveis de angiotensina 1l e expressdo de Cox-2 no tubulo instersticial a niveis
similares ao controle, além de impedir o estresse oxidativo e infiltracdo de
macrofagos (VIEIRA-FILHO et al., 2014). Administracdo de difenileno iodénio ou
apocinina (inibidor do complexo NADPH oxidase), é capaz de impedir 0 aumento da
producdo de superdxido mediado pela angiotensina Il (YZYDORCZYK et al., 2006).
Tratamento com tempol durante a gravidez evita a disfuncdo da aorta e hipertensao
pré-natais induzidas por glicocorticéides (ROGHAIR et al., 2011), além da disfuncao
endotelial programada pela desnutricdo no rato pré-natal (REXHAJ et al., 2011).

Além disso, o0 modelo de desnutricdo intrauterina causa oligonefronia,
condicao evitada pela administracdo de ouabaina durante a gravidez. Ouabaina, um
inibidor dos transportadores de Na*/K*-ATPase, aumenta o calcio intracelular e evita
a apoptose para melhorar as reducbes na producédo de néfrons (LI et al., 2010).
Tratamento com enalapril, um inibidor da ECA (enzima conversora de angiotensina)
(MANNING e VEHASKARI, 2005) ou exposi¢do a uma dieta com baixo teor de sédio
por um periodo de 3 semanas apds o desmame, impede a hipertensdo adulta em
ratos expostos a desnutricdo durante a vida pré-natal (STEWART et al., 2009).

A administracdo de vitamina C no pré-natal inibiu 0 aumento induzido por
hipdxia na expressédo cardiaca fetal de HSP70 e na contratilidade miocardica do
adulto associada a estimulacdo do receptor adrenérgico B1 na prole de ratos
(GIUSSANI et al., 2012).

2.5 MORINGA OLEIFERA

A Moringa oleifera, espécie arbdrea nativa da india, é também conhecida
como Lirio Branco, Quiabo de Quina, Acécia-branca, Arvore-rabanete-de-cavalo,
cedro e moringueiro. Pertencente a familia Moringaceae, o género Moringa inclui 13
espécies, sendo 11 originarias da Africa e Arabia (M. drouhardii, M. stenopetala, M.
hildebrandtii, M. ovalifolia, M peregrino, M. rivae, M. ruspoliana, M. arborea , M.
borziana, M. pygmaea e M. longituba) e 2 da india (M. concanensis e M. oleifera)
(NASIR et al., 1972; ARAUJO et al, 2013). No Brasil, os primeiros registros sdo da
década de 1950, no estado do Maranhéo e, atualmente, encontra-se disseminada
por todo o Nordeste (AMAYA et al., 1992).
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E uma arvore de madeira perene, decidua e de crescimento rapido que chega
a alcancar 12 metros de altura. Apresenta numerosos ramos com folhas bi ou
tripinadas. As flores tem aparéncia branco-amareladas e estdo dispostas em
inflorescéncias. Os frutos assemelham-se a vagens, cada um com cerca de 20
sementes (ARAUJO et al, 2013). E cultivada em paises tropicais e subtropicais
devido a suas caracteristicas adaptativas (NDUBUAKU et al., 2015) relacionadas
com a capacidade de resistir a baixa pluviosidade e tolerar solos acidos, alcalinos e
pouco férteis (ARAUJO et al, 2013).

As sementes da Moringa oleifera sdo utilizadas como solucédo alternativa para
clarificar gua de casas isoladas da zona rural, considerando-se a escassez de agua
potdvel nessas areas na regido Nordeste (GERDES, 1997; BORBA e BORBA,
2001). Este tipo de tratamento € considerado util para controle de surtos diarreicos,
inclusive da coélera, especialmente nas areas onde outras medidas sanitarias séao
dificilmente aplicaveis (FOLKARD et al., 1992). Uma semente de moringa triturada
tem a capacidade de purificar um litro de agua o que demonstra que além de um
processo simples e seguro, € econdmico e ecologicamente correto. Essa
caracteristica de agente clarificante € atribuida as proteinas catidnicas, que tem
acdo de desestabilizacdo das particulas contidas na agua em estado liquido
(CARDOSO et al., 2008).

Figura 4 - Moringa oleifera. (A) Arvore (B) Flores (C) Sementes
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Fonte: (A) Disponivel em
<http://www.saemas.com.br/conteudo/patrulha-ambiental-inicia-plantacao-de-moringa-a-arvore-milagr

osa.html> Acesso em Dez. 2019.

(B) e (C) Disponivel em <https://appverde.wordpress.com/2015/09/17/moringa-moringa-oleifera/>
Acesso em Dez. 2019

Folha, raiz, casca, semente, flor e vagem sdo comestiveis e ricas em
proteinas, aminoacidos essenciais, minerais, vitaminas, Acidos graxos e outros
compostos bioativos (Moyo et al., 2012; Valdez-Solana et al., 2015). Os tecidos da
planta possuem componentes com atividades antioxidantes e inflamatorias, dentre
eles acidos fendlicos, flavonoides, carotenoides, acido ascorbico, isotocianato e
derivados fendlicos. (DILLARD e GERMAN, 2000; SIDDHURAJU e BECKER, 2003;
ANWAR et al., 2005).

Vérios suplementos alimentares demonstram o valor nutricional e antioxidante
da moringa, além de produtos cosméticos com propriedades de antienvelhecimento
(FEJER et al., 2019). Diferentes estudos afirmam os potenciais antioxidantes, anti-
Ulceras, antidiabéticos (MA et al., 2019), diuréticos, anti-hipertensivos,
imunomodulatério (SANDEEP et al., 2019), anticancer (KHOR et al.,, 2018),
antienvelhecimento (ALl et al., 2014), antimicrobianos (AREVALO-HIJAR et al.,
2018), anti-inflamatorios, cardioprotetor, analgésicos (SULTANA et al., 2018) e
gastoprotetor (BEZERRA et al., 2016).

Nas folhas, a maior parte de acidos graxos € do tipo insaturado (57%), sendo
o acido linolénico o de mais alto valor, e os outros 43%, de acidos graxos saturados.
Contém cerca de 16 a 19 aminoé&cidos, sendo 10 deles aminoacidos essenciais
(treonina, tirosina, metionina, valina, fenilalanina, isoleucina, leucina, histidina, lisina
e triptofano), além de possuir um elevado teor de calcio, potassio, magnésio, ferro e
B-caroteno, atuando como uma boa fonte de antioxidantes naturais. A composi¢ao
fendlica do extrato das folhas demonstra a presenca de 9 compostos, sendo a
neohespedina, o acido clorogénico e a quercetina os de maior quantidade (MOYO et
al., 2011; DUBEY et al., 2013; FEJER ET AL., 2019).

Devido a alta concentracdo de vitaminas A, B, C e E, as folhas podem ser
utilizadas para combater a desnutricdo (Oz, 2014). A suplementacédo diaria de 10g
de folhas em po6 de M. oleifera em criangas desnutridas melhorou o ganho de peso
em 6 meses em comparacao ao grupo controle demonstrando uma contribuicdo na

recuperacéao nutricional (ZONGO et al., 2013).


http://www.saemas.com.br/conteudo/patrulha-ambiental-inicia-plantacao-de-moringa-a-arvore-milagrosa.html
http://www.saemas.com.br/conteudo/patrulha-ambiental-inicia-plantacao-de-moringa-a-arvore-milagrosa.html
https://appverde.wordpress.com/2015/09/17/moringa-moringa-oleifera/
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Atividade antioxidante in vivo foi observada nas folhas da MO através da
inibicho da toxicidade produzida por tetracloreto de carbono, reducdo da
peroxidagdo lipidica e elevacdo dos niveis de glutationa reduzida, superoxido
dismutase e catalase, devido a presenca de acidos fendlicos e flavonoides (VERMA
et al, 2009).

No caule e raizes séo relatadas atividades hipogliceminate, antiurolitiaca e
acdo citotoxica contra células de leucemia (HL-60 e CEM) e melanoma (COSTA-
LOTUFO et al., 2005; KARADI et al., 2006; KAR et al., 2003). As flores
possuem antioxidantes, como o a e y-tocoferol, aminoacidos, sacarose, D-glicose,
cera, ions potassio e calcio, além de conter inibidor de tripsina, compostos com
atividade inseticida, antibacteriana e moluscicida (SANCHEZ-MACHADO, et al.,
2006; SANTOS et al., 2015; VIANA PONTUAL, 2010; MOURA et al., 2011;
PONTUAL et al., 2012; PONTUAL et al., 2014; ROCHA-FILHO et al., 2015). As
flores sdo utilizadas no tratamento de ascite, reumatismo e picadas venenosas
(ANWAR et al., 2007; ANWAR et al., 2003).

As sementes sdo nutricionalmente importantes devido ao elevado conteudo
lipidico, maior até que na soja, e ao alto teor de aminoacidos essenciais, tornando-a
uma substituta de leguminosas, que sdo pobres em aminoacidos contendo enxofre.
Alcalbides também foram identificados nas sementes, incluindo taninos, saponinas e
antraquinonas. (KASOLO et al., 2011; KAWO et al., 2009). O 6leo das sementes
contém todos os acidos graxos essenciais, podendo ser um substituto do azeite e é
constituido principalmente de acido oleico, sendo bastante utilizado na industria de
cosmeéticos e como matéria-prima para a producéo de biodiesel (GUPTA et al., 2018;
MOFIJUR et al., 2014).

As sementes apresentam atividade coagulante (FERREIRA et al., 2011),
hipotensiva, de protecdo cardiaca (RANDRIAMBOAVONJY et al, 2016),
antioxidante (FEJER et al., 2019), inseticida (DE OLIVEIRA et al., 2011), antifangica
(CHUANG et al., 2007) e anti-inflamatoria (KUMBHARE et al., 2012). E relatado sua
utilizacdo em situacdes de complicacdes estomacais, dores nas articulacdes,
diabetes, anemia, hipertenséo arterial, hemorréidas e distlrbios uterinos (POPOOLA
e OBEMBE, 2013; ABE e OHTANI, 2013). Também sé&o utilizadas no tratamento de
agua, incluindo a usada no consumo humano e possuem propriedade coagulante
devido a presenca de polieletrolito organico, proteinas catidnicas e lectinas
(FREITAS et al., 2016).
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2.6 LECTINAS

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem nao-imune, com
propriedade hemaglutinante que existem nos virus e em todas as formas de vida.
Essas proteinas interagem seletiva e reversivelmente com residuos de aculcares
especificos, tais como monossacarideo e oligossacarideo (FRANCO-FRAGUAS et
al., 2003). As lectinas se ligam aos carboidratos de forma reversivel e seletiva
através de ligacBes de hidrogénio e pontes de Van der Waals (CORREIA et al.,
2008; PEUMANS et al., 2001, SHARON e LIS, 2004; SHARON, 2007).

As mais conhecidas séo extraidas de plantas, especialmente de sementes,
(JEYAPRAKASH et al., 2005) entretanto, também podem ser isoladas de folhas
(NAPOLEAO et al., 2011), flores (ITO, 1986), raizes (SOUZA et al., 2011), frutos
(THAKUR et al., 2007) e rizomas (ALBUQUERQUE et al., 2012), além de virus,
bactérias e fungos (TRIGUEIROS et al., 2003, ZHAO et al., 2009, WANG et al.,
2009). Os meétodos de isolamento das lectinas baseiam-se em técnicas de
purificacdo, o que inclui cromatografias de afinidade, troca ibnica, interacdo
hidrofobica e filtracdo em gel (LAM e NG, 2011).

Quando sintetizadas, as lectinas podem ser armazenadas nos vacuolos de
reserva proteica, podem ser translocadas para o nucleo da célula ou secretadas
para o meio extracelular. Extracelularmente, podem atuam como receptores de
carboidratos de agentes patogénicos, podem estabelecer ligacdes entre si e formar
complexos ao se ligar com carboidratos presentes na célula que a sintetizou e a
carboidratos da matriz extracelular. Além disso, também podem desencadear
cascatas de sinalizacdo (apoptose, migracdo celular, liberacdo de mediadores) ou
promover interacdes célula-célula e célula-matriz. (VASTA et al., 2012).

Estruturalmente possui pelo menos dois sitios moleculares de ligacao
especificos a carboidratos e outros glicoconjugados, devido a sua estrutura
quaternaria, o que leva a aglutinacdo de polissacarideos ou precipitacdo de células
sem alterar suas estruturas. Essa condicdo permite que as lectinas interajam com as
moléculas dos fluidos biologicos e as da superficie celular (CORREIA et al., 2008).
Por essa razao, elas podem substituir ligantes naturais e ativar respostas celulares
através de diferentes caminhos de sinalizacdo intracelular ou endocitose de
compostos formados (BEUTH et al., 1995).
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As lectinas podem ser classificadas de acordo com o dominio de
reconhecimento ao carboidrato (CRD - Carbohydrate Recognition Domain),
estrutura e especificidade de ligagédo ao carboidrato (VANDENBORRE et al., 2011).

A estrutura do dominio que reconhece a ligacdo ao carboidrato é atribuida a
classificacdo CRD. Em virtude disso, as lectinas vegetais sédo classificadas em
guatro grupos: lectinas de monocotiledbneas que se ligam a carboidratos a-D-
manose, lectinas de dominio folhas-f, dominio homadlogo a cianovirina-N e lectinas
de leguminosas. (VARROT et al., 2011; JONH et al., 2013).

Referindo-se a estrutura, as lectinas enquadram-se em quatro grupos (Figura
5). As merolectinas sao proteinas que contém apenas um dominio de ligacdo a
carboidratos, o que as torna incapazes de precipitar glicoconjugados e aglutinar
células. As hololectinas possuem pelo menos dois dominios de ligagcdo a
carboidratos idénticos. As quimerolectinas contém um ou mais dominios de ligacdo a
carboidratos com outros dominios que exercem outra atividade biol6gica e as
superlectinas sdo as que apresentam pelo menos dois dominios de ligacdo a
carboidratos  estruturalmente diferentes (VANDENBORRE et al., 2011,
KARNCHANATAT, 2012; FREIRE et al., 2015).

Figura 5 - Estruturas das lectinas com relacdo ao dominio de ligac&o a carboidratos, representados
em preto e dominio que exerce atividade biol6gica em azul.

L —

Merolectina Hololectina Quimerolectina Superlectina

Fonte: Da Silva (2016).

De acordo com a especificidade de ligagdo ao carboidrato, as lectinas
classificam-se em: ligadoras de glicose/manose, de
galactose/N-acetilgalactosamina, de N-acetilglicosamina, de Lfucose, de acido
sialico, de glicanos complexos (PEUMANS et al., 1995; KARNCHANATAT, 2012),
xilose (LIU et al., 2006), lactose (HAN et al., 2005), arabinose (WANG e NG, 2005) e
raminose (NITTA et al., 2007).
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Atividades citotoxica, mitogénica, antitumoral, antimicrobiana, inseticida, de
aglutinacdo de células bacterianas, de agregacédo plaquetaria (RADI-BAPTISTA et
al., 2006), antimitogénica (LIU et al., 2006) e atividade anti ou pro-inflamatoria
(PIRES et al., 2016; SANTIAGO et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2014) foram
encontradas em lectinas (CORREIA et al., 2008).

Nas sementes da MO, trés lectinas foram identificadas: MoL (do inglés M.
oleifera lectin) (KATRE et al., 2008); cMoL (do inglés coagulant M. oleifera lectin)
(SANTOS et al.,, 2009) e; WSMoL (do inglés water-soluble M. oleifera lectin)
(SANTOS et al., 2005).

Mol foi isolada e caracterizada por Katre et al. (2008) através de cromatografia
em DEAE-Celulose e CM-Sephadex. E uma lectina catidnica formada por
subunidades de 7,1 kDa unidas por ligacédo dissulfeto. Extremos valores de pH e
temperatura ndo alteraram a sua atividade hemaglutinante (AH) que foi inibida pela
adicao de tiroglobulina, fetuina e holotransferina.

A lectina cMol é uma proteina monomeérica catibnica com peso aproximado de
26,5kDa. O protocolo de isolamento foi definido por Santos et al. (2009) através de
cromatografia em gel de guar. A cMol foi ativa entre pH 4,0 e 9,0 e permaneceu com
atividade apds aquecimento a 100 °C durante 7 horas. cMol apresentou atividade
coagulante e habilidade de se ligar a acidos humicos, sua atividade hemaglutinante
€ inibida por vérios carboidratos (glicose, rafinose, lactose, arabinose, trealose,
ramnose e galactose e frutose) (SANTOS et al., 2009).

2.6.1 WSMolL

A WSMolL foi detectada em extratos aguosos de sementes de M. oleifera por
Santos et al. (2005). Posteriormente, o procedimento de isolamento foi definido por
Coelho et al. (2009) que se baseia na extracdo de proteinas em agua destilada,
precipitacdo com sulfato de amdnio e cromatografia em coluna de quitina.

De natureza catibnica, a proteina possui massa molecular de 60kDa
composta por arranjos oligoméricos com subunidades de 5 kDa, foi ativa em uma
ampla faixa de pH (4,5 a 9,5) e permaneceu termoestavel a 100°C durante 7 horas
(ROLIM et al., 2011; MOURA et al., 2016). Essa lectina reconhece D(+)-frutose e N-
acetilglicosamina, uma vez que a presenca desses carboidratos inibiu a atividade

hemaglutinante (ROLIM et al., 2011). Quanto a atividade coagulante da WSMolL, a
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lectina demonstrou ser semelhante ao sulfato de aluminio, coagulante muito utilizado
no tratamento de agua (SANTOS et al., 2005).

A WSMoL demonstrou atividades larvicida e ovicida frente ao Aedes aegypti
(DE SANTANA SILVA et al.,, 2019), larvicida sobre a Culex quinquefasciatus
provavelmente pela interferéncia no processo de digestdo e absorcdo de nutrientes,
anti-helmintica, por inteferir na eclosdo dos ovos e no desenvolvimento larval de
nematoides intestinais (DE MEDEIROS et al., 2018), além de néo ter demonstrado
genotoxicidade (ROLIM et al., 2011).

Recentemente, foi demonstrado  atividade imunomodulatéria  em
células mononucleares do sangue periférico humano, visto que a WSMoL induziu a
liberacdo das citocinas TNF-a, IL-2, IL-6, IL-10 e Oxido nitrico, além de ativar
linfocitos T CD8 + (CORIOLANO et al., 2018). Atividade anti-inflamatoria também foi
observada em macrofagos murinos estimulados com LPS através da regulacédo de
oxido nitrico, TNF-a e IL-1B (ARAUJO, 2013).

Devido aos efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios demonstrados pelas
sementes da Moringa oleifera e WSMoL, a hipétese para realizacdo do trabalho é a
de que as preparacdes apresentem efeitos antioxidantes e renoprotetores em
tecidos fetais e maternos e em ratos adultos obtidos de ratas fémeas submetidas a

endotoxemia materna por meio da administracéo de lipopolissacarideo.
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RESUMO

A endotoxemia materna representa um fator que afeta o ambiente intrauterino,
prejudica a nefrogénese e programa o surgimento de hipertensdo e doenca renal na
vida adulta. O impacto ocorre por mecanismos que envolvem a ativacdo de
processos inflamatérios e estresse oxidativo no ambiente materno-fetal. Os extratos
obtidos de componentes da Moringa oleifera (MO), espécie arborea nativa da india,
demonstra propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, e de sua semente pode
ser isolada uma lectina que apresenta atividades imunomodulatéria e anti-
inflamatoria, a WSMoL (Water Soluble Moringa oleifera Lectin). Dessa forma, o
objetivo desse estudo foi avaliar se a administracdo do extrato aquoso da MO
(EASMO) ou da WSMoL previne a programacéao da hipertenséo e estresse oxidativo
renal na prole adulta obtida de ratos fémeas submetidas a endotoxemia materna.
Para isso ratos fémeas foram submetidas a endotoxemia, por meio da administracéao
de LPS (0,5 mg/kg de massa corporal) nos dias 13, 15, 17 e 19 de gestacao, e
tratadas diariamente (13°-17° dia de gestacdo) com EASMO (200 mg/kg de massa
corporal) ou WSMoL (1,1 mg/kg de massa corporal). Na vida adulta, a prole de ratos
machos foi submetida a avaliacdo da funcéo renal e pressao arterial sistélica (PAS).
Além disso, foi avaliado no rim os niveis de peroxidacao lipidica, niveis de espécies
reativas de oxigénio (EROs), atividade da NADPH oxidase, niveis de nitrato/nitrito e
contetdo proteico de IL-6 e TNF-a. A prole obtida de maes LPS sem tratamento
apresentou maiores niveis de PAS do que o grupo Controle. Adicionalmente, foi
observado no rim maior peroxidacao lipidica, niveis de EROS, atividade da NADPH
oxidase, niveis de nitrato/nitrito e contetdo proteico de TNF-a. A prole proveniente
de méaes LPS tratadas com o EASMO ou com a WSMoL ndo apresentaram
alteracdo da PAS, bem como da peroxidacdo lipidica, dos niveis EROs e da
atividade da NADPH oxidase no rim em relacdo ao grupo Controle. Apenas o
EASMO preveniu a elevacédo do TNF-a renal. Os presentes dados demonstram que
ambos tratamentos previnem a programacdo intrauterina da hipertensao induzida
pela endotoxemia materna em paralelo a efeitos antioxidantes renais. Além disso, é
demonstrado que apesar do EASMO e da WSMoL apresentarem efeitos
antioxidantes semelhantes, os dois produtos da Moringa oleifera também

apresentam alguns mecanismos de acao distintos.



Palavras-chave: Estresse oxidativo. Inflamacé&o. Planta. Hipertenséo
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1 INTRODUCAO

A presenca de eventos intrauterinos adversos aumenta o risco do surgimento
de alteragbes funcionais renais e cardiovasculares na vida pos-natal (NUSKEN et
al., 2018). Sabe-se que varios disturbios que afetam a gestacdo resultam em
estresse oxidativo na placenta ou nos tecidos maternos (PEREIRA e MARTEL,
2014). O estresse oxidativo pode ser um elo de ligacdo entre o insulto intrauterino e
as consequéncias da programacdo apos o nascimento (THOMPSON e AL-HASAN,
2012). Embora outros mecanismos contribuam claramente para a etiologia dessa
condicdo, 0 estresse oxidativo interage com outras vias mecanicistas conhecidas,
incluindo alteracéo da angiogénese e inflamacdo (HOLDSWORTH-CARSON, 2010).

A endotoxemia materna € uma situacdo relacionada ao retardo do
desenvolvimento intrauterino e a programacdo de doencas na vida adulta. A
exposicdo materna ao LPS, endotoxina presente na parede celular de bactérias
gram-negativas, induz uma resposta imunologica sistémica pela via do receptor Toll-
like 4 (TLR4) através da liberacdo de inumeras citocinas pré-inflamatérias, que
podem ativar a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (ALEXANDER et
al., 2001; Schrier e Wang, 2004), que por sua vez, estdo associados a prejuizos na
nefrogénese e dano estrutural renal (HAO et al., 2010; WANG et al., 2014), aumento
da pressao arterial (HAO et al., 2010; WEI et al., 2007) e anormalidades
morfolégicas do miocéardio e da aorta (ZHAO et al., 2014; WANG et al., 2015; CHEN
et al., 2015).

A busca por abordagens terapéuticas antioxidantes capazes de “reprogramar”
condicdes deletérias geradas no ambiente materno € crucial na prevencdo de
complicacbes da prole na idade adulta. A Moringa oleifera (MO), espécie arbérea
nativa da india, € amplamente cultivada na Africa, América Central e do Sul e na
Asia (AYERZA, 2012). As folhas e sementes da arvore sio ricas em polifendis,
mostrando uma série de efeitos benéficos, incluindo propriedades antioxidantes,
anti-inflamatorias, anticancerigenas e antimicrobianas (MUANGNOI et al., 2012;
PONTUAL et al., 2014). J4 é descrito que o extrato das folhas da MO apresenta
efeitos renoprotetores (OKWARI et al., 2015), contudo ainda néo existem dados que
descrevam esse efeito em extratos obtidos das sementes. Por outro lado, das

sementes da MO é isolada a lectina WSMoL (do inglés water-soluble M. oleifera



47

lectin) (SANTOS et al.,, 2005), uma proteina com descritas atividades in vitro
imunomodulatéria, (CORIOLANO et al., 2018), anti-inflamatdria e antioxidante
(ARAUJO et al, 2013).

Tendo visto que o extrato das sementes da MO e a WSMoL apresentam
efeitos antioxidantes e anti-inflamatérios, € possivel que essas duas preparacdes
sejam viaveis na prevencdo das alteracdes renais induzidas pela endotoxemia
materna. Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos
renoprotetores e antioxidantes das sementes da Moringa oleifera e da lectina
WSMoL em ratos obtidos de mées submetidas a inducdo de endotoxemia materna

pela administracéo do LPS.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 ‘Materiais

Lipopolissacarideo de Escherichia coli (0111: B4), tempol, folin, albumina
sérica bovina, malondialdeido, &cido 2-tiobarbitirico (TBA), 5,5’-dithiobis(2-
nitrobenzoic acid), cisteina, inibidor de tripsina, fluoreto de fenilmetanossulfonil,
dimetil suféxido, dihidroetideo, lucigenina, nicotinamida adeninadinucleotido fosfato e
reagente de griess obtidos da Sigma-Aldrich, anticorpo primario anti-TNF-a (IM-
0406) e anti-IL-6 (IM-0407) obtidos da Imuny, anti-B-actina (CS-47778) da Santa
Cruz Biotechnology, anticorpo secundario anti-rabbit (BA 1054-0.5), anti-mouse (BA
1050-0.5) obtidos da Boster Biological Technology Co., Ltd. Os demais materiais

foram os de maior pureza comercializados.

2.2Extrato agua das sementes da Moringa oleifera
As sementes da MO foram submetidas a secura a 28°C até peso constante e
liofilizacdo, posteriormente, reduzidas a pé com misturador. O po (10g) foi
homogeneizado com agua destilada (100 mL) sob agitacdo constante por 16 horas a
25°C, e posteriormente, filtrado e centrifugado (3.000 g, 15 min, 4 °C). O
sobrenadante obtido correspondeu ao extrato dgua das sementes da Moringa
oleifera (EASMO).

2.3Isolamento da lectina WSMoL
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A partir do EASMO, a WSMolL foi isolada conforme previamente descrito por
Coelho et al. (2009). Primariamente, o EASMO foi tratado com sulfato de aménio a
60% de saturacdo por 4 horas a 28°C, e a fracdo precipitada foi coletada por
centrifugacdo (3.000g, 15 min, 4°C), ressuspensa e dialisada com agua destilada
(4h) e NaCl 0,15 M (4h). A fracdo dialisada (50mg de proteinas) foi entdo carregada
numa coluna de quitina (7,5 x 1,5 cm) previamente equilibrada (0,3 mL/min) com
NaCl 0,15 M. A WSMolL foi eluida com &cido acético 1,0 M e depois dialisada com
agua destilada (6 h, 4°C) para eliminagdo do eluente, proporcionando um
rendimento de 3,4 mg por coluna. A concentracdo de proteina foi determinada de
acordo com Lowry et al. (Lowry et al., 1951) usando albumina de soro bovino como

padrao.

2.4Protocolo Experimental

Os animais foram fornecidos pela Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE), conforme aprovacdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
UFPE (autorizacdo no. 23076.009437/2015-15), mantidos no Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFPE, em ciclo 12h claro/escuro,
temperatura em torno de 21°C e com livre acesso a agua e racao.

Ratos fémeas Wistar (90 dias) foram colocadas para acasalar, proporcédo de 3
fémeas para 1 macho, e a deteccdo da gestacdo se fez através da presenca de
espermatozoide no esfregaco vaginal. As ratas prenhas foram separadas em gaiolas
individuais e receberam a administracéo, via subcutanea, de solucdo NaCl 0,9% (0,5
mL/kg de massa corporea) ou LPS (0,5 mg/kg de massa corpérea) nos dias 13°, 15°,
17° e 19° de gestacdo para formar os grupos Controle (C, n=5) e LPS (L, n=5),
respectivamente. Diariamente, do 13° ao 19° dia de gestacéo, parte das maes LPS
recebeu o tratamento, via gavagem, com o EASMO (200 mg/kg de peso corpéreo,
n=4) ou com a WSMolL (1,0 mg/kg de massa corporea). Além disso, um grupo de
maes LPS foi tratado com um antioxidante mimético da superéxido dismutase, o
tempol (18 mg/kg de massa corpérea, agua de beber; n=6). Entre o 20° e 21° dia de
prenhez as proles nasceram, as ninhadas foram reduzidas a oito filhotes e ap6s o
desmame (21° dia apds o nascimento), os filhotes machos foram separados. Dessa
forma, foram obtidas proles que formaram os seguintes grupos experimentais: C
(n=5), L (n=5), LEASMO (n=4), LWSMoL (n=5), Ltempol (n=6) e CEASMO (n=5). A
partir dos 90 dias de vida, foi utilizado um rato da prole por mée para avaliagao
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quinzenal da presséo arterial sistdlica, e, aos 120 dias de vida, foram mortos sob
anestesia (cetamina 80 mg/kg e xilazina 10 mg/kg, ambos via i.p) para coleta dos

tecidos sanguineo, renal e hepético e armazenados a -80°C.

2.5Presséao arterial sistolica

Os ratos foram submetidos a avaliacdo da presséao arterial sistolica (PAS) por
meio de pletismografia de cauda (IITC Life Science B60-7/16”, Life Science
Instruments). Para isso, em animais acordados, foi posicionado um sensor de pulso
na cauda acoplado a um manguito. Em seguida, os ratos foram aquecidos a 32°C
durante 15 minutos, e entdo cinco afericbes da pressao arterial sistolica foram
captadas para obtencdo de uma média. Previamente, os animais foram adaptados
ao procedimento experimental por 3 dias.

2.6Niveis plasmaticos de ureia e creatinina
Os niveis plasmaticos de ureia e creatinina foram mensurados através de

ensaios comerciais colorimétricos de acordo com as instru¢des do fabricante.

2.7Mensuracéo da peroxidacéao lipidica e niveis de glutationa reduzida

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica foi realizada pela mensuracdo de
substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS, do inglés thiobarbituric acid
reactive substances), de acordo com Ohkawa et al. (1979), e como previamente
descrito (VIEIRA et al. 2018). O cértex renal e figado foram homogeneizados com
KCI 1,15% + EDTA 3 mM em banho de gelo. Posteriormente, foi adicionado um meio
de reacdo contendo 0,3% de &cido tiobarbitirico. 0,4% de SDS e 7,5% de acido
acético (pH 3,5), e subsequentemente a mistura foi aquecida a 95° C por uma hora.
As amostras foram centrifugadas e o sobrenadante teve a absorbancia mensurada
em comprimento de onda de 535 nm. Os dados obtidos foram corrigidos pela
concentracdo de proteina do homogenato, mensurada de acordo com Lowry et al.
(Lowry et al., 1951)

2.8Producdo de espécies reativas de oxigénio e atividade da NADPH oxidase
As espécies reativas de oxigénio foram mensuradas por meio de uma sonda
fluorescente, o dihidroetideo, em amostras do cortex renal. Para isso o cortex renal

foi homogeneizado em tampéo de radioimunoprecipitacdo contendo NaCl 150 mM,
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Triton X-100 a 1%, Triton X-100 a 1%, desoxicolato de sédio a 0,5%, desoxicolato de
sédio a 0,5%, SDS a 0,1% e 50 mM Tris, pH 8,0; contendo 2 mM de AEBSF, 1 mM
de EDTA, 130 uyM de bestatina, 14 yM de E-64, 1 yM de leupeptina e 0,3 pM de
aprotinina. Em seguida, o homogenato foi incubado com PBS/DTPA e DHE (5 uM),
por 20 minutos, a 37° C, protegido da luz. A fluorescéncia foi mensurada em um
comprimento de onda de excitacdo/emissdo de 500/580nm, com o auxilio de um
leitor multimodular (Varioskan Flash, ThermoScientific). O resultado foi corrigido pela
concentragcdo de proteina da amostra.

A atividade da NADPH oxidase foi realizada por meio da quantificacdo de
superéxido produzido na presenca de NADPH por meio da quimioluminescéncia
derivada da lucigenina em amostras de cértex homogeneizados conforme descricao
acima. Os homogenatos foram adicionados a um meio de reagdo contendo
lucigenina 10 uM e NADPH 100 pM. A luminescéncia foi mensurada por meio de um
leitor multimodular (Varioskan Flash, ThermoScientific). O resultado foi expresso em
unidade relativa de luz por minuto e corrigido pela quantidade de proteina da
amostra. A liberacdo de superdxido também foi avaliada na auséncia de NADPH

representando a producéo basal.

2.9Determinacéo do 6xido nitrico (NO)

A producdo de nitrito/nitrato foi determinada atraves da reacdo de Griess com
o plasma e cortex renal. O reagente de Griess (0,1% de N- [1-naftil] etilenodiamina-
HCI e 1% de sulfanilamida e 5% de H3POa4) foi adicionado ao soro (sem diluicédo) e
sobrenadante dos homogenatos corticais (diluidos 5 x em PBS) na proporc¢éo de 1:1.
Apbs incubacgdo por 10 minutos, se obteve a leitura em espectrofotdbmetro a 540nm
de comprimento de onda. O resultado foi corrigido pela concentracédo de proteina

das amostras corticais.

2.10 Western Blotting
O conteudo proteico de TNF-a e IL-6 foi avaliado no coOrtex renal da prole de
ratos machos com 120 dias. As amostras mantidas a —80° C foram descongeladas
em banho de gelo e homogeneizadas em tampéao de radioimunoprecipitacao (NacCl
150 mM, Triton X-100 a 1%, Triton X-100 a 1%, desoxicolato de sodio a 0,5%,
desoxicolato de sédio a 0,5%, SDS a 0,1% e 50 mM Tris, pH 8,0; contendo 2 mM de
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AEBSF, 1 mM de EDTA, 130 uM de bestatina, 14 yM de E-64, 1 yM de leupeptina e
0,3 uM de aprotinina). As proteinas (80 ug) das amostras corticais foram separadas
utilizando-se eletroforese em gel de poliacrilamida contendo 10% de dodecil sulfato
de sddio (SDS), e transferidas a uma membrana de nitrocelulose. Em seguida, foi
realizado o bloqueio de sitios de ligacdo nao-especifica através da incubacdo das
membranas pelo periodo de uma hora em solucdo BSA 5% diluido em solucdo
salina tamponada com Tris e suplementada (0,1%) com Tween 20 (TBS-T). Apés, as
membranas foram incubadas por 12h com os anticorpos primarios anti-TNF-a
(1:500) e anti-IL-6 (1:500), e posteriormente, as membranas foram lavadas com
TBS-T e incubadas com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase. As bandas
foram visualizadas utilizando um reagente de deteccdo quimioluminescente
(Luminata) e um sistema de aquisicdo de imagens (ChemiDoc MP, Bio-Rad
Laboratories Inc., EUA). A quantificacdo densitométrica das bandas foi realizada
pelo software Image Lab (versédo 5.2.1, Bio-Rad Laboratories Inc., EUA). O controle

da carga proteica foi avaliado por imunoquantificagdo da B-actina.

2.11 Analise estatistica
Os resultados sao expressos pela média * erro padrdo da média (SEM). Os
dados foram submetidos a avaliacdo da normalidade através do teste de Shapiro-
Wilk. Considerando a inexisténcia de grandes variagOes da distribuicdo Gaussiana,
as médias dos grupos foram comparadas usando andlise de variancia (ANOVA) de
uma via seguida do teste de Tukey. As analises foram realizadas usando o software
GraphPad Prism 5 (versdo 5.01, GraphPad Software, Inc.). As diferencas entre os

grupos foram consideradas significativas com P <0,05.

3 RESULTADOS

3.1 Parametros funcionais maternos e fetais

A administracdo materna de LPS reduziu o ganho de peso materno, peso
placentario e peso do rim fetal, mas ndo afetou o peso corpoéreo fetal. A prevencéo
da reducdo desses parametros foi promovida pelo tratamento com o EASMO. O
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consumo alimentar avaliado ndo apresentou diferengcas entre os grupos avaliados
(Tabela 1)

Tabela 1. Parametros gerais maternos e fetais

C L LEASMO LWSMoL Ltempol

Ganho de massa
corpérea materna 94 +5 69 + 2%+ 79 £ 2% 74+ 4 55 + 1%
(9)
Massa da placenta 0,53 0,46 0,50 0,48 0,53
(9) +0,01 +0,01**  +0,01* + 0,01 +0,01%
Massa corpOrea 3,77 3,74 3,77 3,47 3,12
fetal (g), + 0,02 + 0,05 +0,04 + 0,07 + 0,24%##
Massa  hepética 0,28 0,24 0,25 0,23 0,24
fetal (g) +0,01 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01
Massa renal fetal

14+1 12 + 1% 15+ 1# 12+1 12+1
(mg)

Os dados sédo apresentados como média + EPM. O ganho de massa corporea
materna representa a diferenca de peso entre o dia 20 e o dia 0 de gestacdo. A
comparacao entre as medias dos grupos foi realizada pela analise de variancia de
uma-via seguida pelo teste de Tukey: *P<0,05 e ***P<0,001 Vs. Controle (C);
#P<0,05; #P<0,01 e ##P<0,001 Vs. LPS (L).
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3.2A programacdo da hipertensdo pela administracdo materna de LPS é
prevenida pela WSMoL e EASMO

Como observado na Figura 1, a administracdo materna de LPS programou
elevacao de 25% (P<0,001) na PAS da prole de ratos com 120 dias em comparacao
ao grupo controle. Os grupos LPS tratados com EASMO, WSMoL e tempol
apresentaram menor PAS do que o grupo LPS sem tratamento, 10% (P<0,01), 26%
(P<0,001) e 21% (P<0,001), respectivamente.
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Figura 1. Efeitos do tratamento com extrato agua das sementes da Moringa oleifera
(EASMO) e da lectina hidrossoltvel da Moringa oleifera (WSMoL) nas alteracdes da
pressdo arterial sistdlica de rato adultos provenientes de maes submetidas
endotoxemia materna. Dados sdo expressos como média + EPM. A comparacao
entre as médias dos grupos foi realizada pela andlise de variancia de uma-via
seguida pelo teste de Tukey: ***P<0,001 Vs. Controle (C); ##P<0,001 Vs. LPS (L).

3.30 EASMO e WSMolL preveniram a elevagdo plasmética de creatinina

Os niveis plasméaticos de ureia ndo foram diferentes entre 0s grupos
experimentais aos 120 dias de vida, conforme demonstrado na Figura 2A. Por outro
lado, foram observadas diferencas nos niveis de creatinina plasmatica (Figura 2B).
Apesar da administracdo materna do LPS nao ter alterado os niveis plasmaticos de
creatinina em relacdo ao grupo controle, os animais LPS tratados com EASMO e
WSMoL apresentaram concentracdo sérica de creatinina inferior (45-60%, P<0,05)
ao grupo LPS sem tratamento. O grupo WSMoL além de ter apresentado niveis
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séricos de creatinina inferior ao dos animais LPS também apresentou valores

menores (51%, P<0,05) do que o grupo Controle.
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Figura 2. Efeitos do tratamento com extrato aquoso das sementes da Moringa
oleifera (EASMO) e da lectina hidrossoltvel da Moringa oleifera (WSMoL) nos niveis
séricos de ureia (A) e creatinina (B) de rato adultos provenientes de maes
submetidas endotoxemia materna. Dados sdo expressos como média £+ EPM. A
comparacao entre as médias dos grupos foi realizada pela analise de variancia de
uma-via seguida pelo teste de Tukey: #P<0,05 e ##P<0,001 Vs. LPS (L).
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3.40 aumento da peroxidacédo lipidica induzida pelo LPS foi reduzido pelo
EASMO e WSMoL no cortex renal e figado

A Figura 3 retrata a peroxidacao lipidica no cértex renal (A) e no figado (B)
aos 120 dias de vida. No cortex renal, o nivel de malondialdeido (MDA) foi 40%
maior (P<0,01) no grupo LPS néo tratado, em comparacdo com o grupo controle. A
administracdo do EASMO, WSMolL e tempol preveniram a elevacao da peroxidagao
lipidica apresentada pela prole LPS.

O nivel hepatico de MDA também se apresentou 40% maior (P<0,001) na
prole LPS sem tratamento, em comparagcdo ao grupo controle. O tratamento com
EASMO reduziu a peroxidacao lipidica em 11% (P<0,05) em relagdo ao grupo L,
embora ainda tenha sido 25% superior (P<0,05) ao grupo Controle. Por outro, 0s
niveis de malondialdeido do grupo tratado com a WSMoL foram inferiores (22%,
P<0,01) ao do grupo L e nao diferentes do grupo Controle. O tratamento com tempol

nao foi capaz de prevenir a elevacao da peroxidacao lipidica induzida pelo LPS.
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Figura 3. Efeitos do tratamento com extrato aquoso das sementes da Moringa
oleifera (EASMO) e da lectina hidrossoluvel da Moringa oleifera (WSMoL) nos niveis
peroxidacéo lipidica renal (A) e hepatica (B) de rato adultos provenientes de maes
submetidas endotoxemia materna. Dados sdo expressos como média + EPM. A
comparacao entre as medias dos grupos foi realizada pela analise de variancia de
uma-via seguida pelo teste de Tukey: *P<0,05; **P<0,01 e **P<0,001 Vs. Controle
(C); ¥P<0,05; #P<0,01 e ##P<0,001 Vs. LPS (L).
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3.50 EASMO e a WSMoL preveniram o aumento dos niveis de EROs e da
atividade da NADPH oxidase no rim programada pela administracdo

materna de LPS

A inducdo da endotoxemia materna nos animais LPS elevou a producédo de
espécies reativas de oxigénio no cortex renal em 68% (P<0,001) comparativamente
a prole controle. Todos os tratamentos, EASMO (P<0,0001), WSMoL (P<0,0001) e
tempol (P<0,0001), impediram a elevacao renal de EROs, ou seja, 0s niveis ndo

foram diferentes dos observados nos animais Controle (Figura 4).
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Figura 4. Efeitos do tratamento com extrato aquoso das sementes da Moringa
oleifera (EASMO) e da lectina hidrossoltvel da Moringa oleifera (WSMoL) nos niveis
renais de espécies reativas do oxigénio (EROs) em ratos adultos provenientes de
maes submetidas endotoxemia materna. A fluorescéncia do DHE é expressa em
unidades arbitrarias (UA) e corrigida pelo conteddo proteico da amostra. Dados
apresentados como média + EPM. A comparacdo entre as médias dos grupos foi
realizada pela andlise de variancia de uma-via seguida pelo teste de Tukey:
***P<0,001 Vs. Controle (C); ##P<0,001 Vs. LPS (L).

A producéo basal do anion superoéxido foi superior em 89% (P<0,01) no grupo
L em relacdo ao nivel dos animais controle (Figura 5A). Quando comparados aos
animais sem tratamento, os tratados com EASMO mostraram reduc¢ao da producao
de superoxido em 47% (P<0,001), e com a WSMoL e o tempol uma reducéao de 50%
(P<0,001). Foi demonstrado que a atividade da NADPH oxidase no coértex renal &
42% (P<0,001) superior no grupo LPS em relagcdo aos animais controle. Por outro

lado, a atividade da enzima observada no grupo que recebeu o tratamento com
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EASMO apresentou redugcdo de 41% (P<0.001) em relagdo a prole LPS sem
tratamento, enquanto que os grupos tratados com WSMoL e tempol, apresentaram

uma reducéo de 28% (p<0,001) e 36%, respectivamente (Figura 6B).
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Figura 5. Efeitos do tratamento com extrato aquoso das sementes da Moringa
oleifera (EASMO) e da lectina hidrossoltvel da Moringa oleifera (WSMoL) nos niveis
de anions superoéxido (A) e na atividade da NADPH oxidase (B) no cortex renal de
ratos adultos provenientes de mées submetidas endotoxemia materna. A avaliacao
dos niveis de anions superoxido e da atividade da NADPH oxidase foi realizada pela
mensuracao da luminescéncia derivada da oxidacao da lucigenina e expressa como
RLU (relative light unit). Dados apresentados como média + EPM. A comparacgéo
entre as médias dos grupos foi realizada pela andlise de variancia de uma-via
seguida pelo teste de Tukey: **P<0,01 e ***P<0,001 Vs. Controle (C); ##P<0,001 Vs.
LPS (L).

3.60s tratamentos com o EASMO e a WSMoL impediram a elevacédo dos

niveis plasmaticos de nitrato/nitrito induzido pela endotoxemia materna

Os niveis de nitrato/nitrito avaliados no plasma (Figura 6) foram 44% maiores
(P<0,05) no grupo LPS sem tratamento comparado ao controle. Os grupos LPS
tratados com EASMO, a WSMoL e o tempol apresentaram menores, 33% (P<0,001),
43% (P< 0,0001) e 46% (P<0,0001) respectivamente, niveis plasmaticos de

nitrato/nitrito em relacéo ao grupo LPS sem tratamento.
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Figura 6. Efeitos do tratamento com extrato aquoso das sementes da Moringa
oleifera (EASMO) e da lectina hidrossoluvel da Moringa oleifera (WSMoL) nos niveis
plasmaticos de nitrato/nitrito em ratos adultos provenientes de maes submetidas
endotoxemia materna. Dados apresentados como média + EPM. A comparacao
entre as médias dos grupos foi realizada pela andlise de variancia de uma-via
seguida pelo teste de Tukey: ***P<0,001 Vs. Controle (C); ##P<0,001 Vs. LPS (L).

3.7Western Blotting

O conteudo proteico das citocinas inflamatorias TNF-a e IL-6 mensurados no
cortex renal foram demonstradas na Figura 7. Os animais LPS sem tratamento
apresentaram elevacdo de 74% (P<0,05) do TNF-a em compara c¢cdo a prole
controle. O conteudo renal de TNF-a do grupo LPS tratado com EASMO foi 37%
(P<0,05) inferior ao apresentado pelos animais LPS, enquanto que a WSMoL nao
reduziu significativamente. Os animais tratados com tempol tiveram o nivel renal de
TNF-a maiores (132%; P<0,001) do que a prole controle. A endotoxemia materna
ndo induziu altera¢des no contetdo renal da IL-6, contudo o grupo LPS tratado com

WSMoL apresentou maiores (35%, P<0,05) niveis de IL-6 do que o grupo Controle.
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Figura 7. Efeitos do tratamento com extrato aquoso das sementes da Moringa
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oleifera (EASMO) e da lectina hidrossoluvel da Moringa oleifera (WSMoL) no
conteudo proteico renal de TNF-a (A) e interleucina-6 (IL-6) (B) em ratos adultos
provenientes de mées submetidas endotoxemia materna. Imagens representativas
da imunodeteccao sédo apresentadas no painel C. Faixa 1: grupo C; faixa 2: grupo L;
faixa 3: grupo LEASMO; faixa 4: grupo LWSMolL; e faixa 5: grupo Ltempol. Dados
apresentados como média + EPM. A comparacdo entre as médias dos grupos foi
realizada pela andlise de variancia de uma-via seguida pelo teste de Tukey: *P<0,05
e ***P<0,001 Vs. Controle (C); #P<0,05 Vs. LPS (L).
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4 DISCUSSAO

A endotoxemia materna € uma situacdo relacionada a programacdo da
hipertenséo na prole e o estresse oxidativo apresenta um importante papel etiol6gico
nessa condicdo. O presente estudo demonstra que o tratamento materno com
EASMO ou WSMoL previne a programacdo de hipertensdo induzida pela
administracdo de LPS. Esse efeito ocorreu paralelamente a prevencéo da elevacao
dos niveis renais de EROs, aumento da atividade da NADPH oxidase no cortex renal
e a elevacdo dos niveis plasmaticos de nitrato/nitrito. O efeito do tratamento com
EASMO ainda foi acompanhado por prevencao da elevacdo do TNF-a induzida pela
administracdo materna de LPS.

A restricdo do crescimento intrauterino € observada em camundongos
expostos ao LPS materno, e a hipotese é de que essa condicdo é atribuida a
elevacdo do estresse oxidativo (MOENS e KASS, 2006). O mecanismo que medeia
0 aumento da producéo de EROs envolve o reconhecimento do LPS nos receptores
Toll-like (TLR) 4 e estimulagdo de mediadores pro-inflamatorios, incluindo iNOS,
COX-2, IL-8, IL-1, TNF-a e IL-6 (PERKINS, 2000; FUJIO et al., 2000; MATSUI et al.,
1999; LIU et al., 2010; WAN e LENARDO, 2010). Embora o LPS administrado na
mae ndo possa passar pela placenta da rata para os fetos (ASHDOWN et al., 2006),
0 TNF-a pode ser transferido do soro materno e do liquido amniético (NING et al.,
2008), e nas células embrionérias induzir a producao de EROs (LIN et al., 2004).
Esse perfil gerado no ambiente intrauterino € comprovado com dados do nosso
laboratorio em que a administracdo materna de LPS eleva TNF-a sérico materno e
promove peroxidacao lipidica na placenta, figado fetal e figado materno (VIEIRA et
al., 2008).

O tratamento com o EASMO preveniu a reducdo do peso corpdreo materno e
do peso renal dos fetos. A prevencdo da reducdo do peso corporeo materno é um
fator que pode contribuir para uma melhor nutricdo fetal e prevencao do retardo do
crescimento intrauterino. Esse efeito do tratamento com EASMO néo pode ser
justificado por um aumento no consumo alimentar. Dessa forma, é possivel que o
mecanismo envolvido na prevencdo da perda de peso materno envolva a
composicgéo do extrato. A composigao nutritiva das folhas, sementes e caules da MO
mostram que Sao ricos em proteinas, aminoacidos essenciais, minerais, vitaminas e

outros compostos bioativos, e que a planta pode ser usada para combater a
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desnutricdo, especialmente em bebés e nutrizes (MOYO et al, 2012
VALDEZ-SOLANA et al., 2015; Oz, 2014).

Por outro lado, os efeitos protetores induzidos pelo tratamento materno com
EASMO deve envolver mecanismos antioxidantes. A administracdo materna de LPS
aumenta a peroxidacao lipidica no figado materno e placenta, alteracées que sao
prevenidas pelo tratamento com EASMO (dados nao-publicados). A MO é capaz de
impedir ou diminuir a velocidade da oxidacdo de outras moléculas, geralmente
sequestrando radicais livres e reduzindo o desenvolvimento de citocinas
inflamatorias devido ao seu alto contetddo fendlico (ALHAKMANI et al., 2013;
KUMAR et al., 2014). E observado nas sementes conteido fendlico na faixa de 4581
a 4953 mg/100 g, presenca de flavonoides, (representados pela catequina,
epicatequina, quercetina e kaempferol), acidos fendlicos (predominando o &cido
galico, acidos elagico e cafeico), além de compostos bioativos, incluindo alcalodides,
glucosinolatos, isotiocianatos e tiocarbamatos (SINGH et al., 2009; SINGH et al.,
2013; MARINELLI, 2016). E importante notar que os grupos tratados com o tempol e
a WSMoL também previnem os efeitos antioxidantes induzidos pelo LPS (dados
nao-publicados) contudo ndo sdo capazes de prevenir a reducdo do ganho de
massa corpOrea materna. Isso ilustra que o EASMO apresenta efeitos protetores
gue ocorrem por mecanismos ndo-antioxidantes.

Embora haja divergéncias nos efeitos dos tratamentos sobre alguns
pardmetros maternos, os trés (EASMO, WSMoL e tempol) preveniram a
programacao da hipertensdo induzida pela administracdo de LPS. Isso demonstra a
importancia do estresse oxidativo no mecanismo de programacao intrauterina, bem
como retrata a acdo antioxidante protetora do EASMO e da WSMolL, comparaveis
ao mimético da superoéxido dismutase.

Sabe-se que o LPS medeia a interagdo entre a producdo de EROs pela
NADPH oxidase e Angiotensina Il (Ang Il). A Ang Il modula o sistema imunoldgico
(MCMASTER et al., 2015) e ativa a NADPH oxidase (NGUYEN DINH CAT et al.,
2013), enquanto simultaneamente as EROs ativam células imunes (MCMASTER et
al., 2015; KIRABO et al., 2014) e sistema renina angiotensina (LUO et al., 2015).
Apesar de ambos, EASMO e WSMoL prevenirem estresse oxidativo e diminuirem
EROs no ambiente materno fetal, apenas o WSMolL inibe a atividade da NADPH
oxidase (dados nao-publicados). Isso € um outro fator que ilustra mecanismos de

acao distintos entre as duas preparacoes.
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Além do estresse oxidativo ser particularmente importante no retardo do
crescimento intrauterino, ele também € importante na patogénese da hipertensédo na
vida adulta (ZHANG et al., 2010; MOENS e KASS, 2010). Nesse trabalho, foi
observado que a acéo antioxidante do EASMO e da WSMoL presente no ambiente
materno-fetal € transferida para o rim da prole adulta, como constatado pela
prevencdo do aumento da producdo de EROs e da atividade da NADPH oxidase
induzidas pelo LPS materno. A repercussao tardia de tratamentos antioxidantes
maternos ja foi demonstrada previamente em outros trabalhos do nosso grupo de
pesquisa (VIEIRA-FILHO et al., 2011; VIEIRA et al., 2018).

A prevencdo do estresse oxidativo renal alcancada pelo tratamento com
EASMO e WSMoL podem ter papel fundamental no mecanismo de prevencao da
hipertenséo e disfuncdo renal da prole com 120 dias. No vaso, as EROs induzem
vasoconstricdo, enquanto no rim causam retencao de sédio e volume. Embora esses
eventos por si sO possam causar hipertensao, eles também aumentam as respostas
inflamatdrias, que, promovem ainda mais a elevacdo da pressédo arterial. As EROs
ativam fatores de transcricdo pré-inflamatoérios (SEN e PACKER, 1996; IMHOFF e
HANSEN, 2009), modulam a expressao de genes que codificam moléculas de
adesdo e quimiocinas e que estimulam o acumulo tecidual de células inflamatérias
(INNAMORATO et al., 2008; WEBER et al., 1999; DHAWAN et al., 1997; MORIUCHI
et al., 1997). As células inflamatérias, como macréfagos e granulécitos, podem
liberar EROs, ampliando ainda mais o ambiente oxidativo. Devido a essa interagéo
entre lesdo oxidativa e inflamacéo, os esforcos para reduzir as EROs diminuem a
inflamacéao e repercutem na pressao arterial (HARRISON et al., 2011).

Os tratamentos antioxidantes maternos também podem ter prevenido o
desenvolvimento da hipertensdo mediada pela exposicdo materna ao LPS por
apresentar efeitos anti-inflamatérios tardios. A exposi¢ao inflamatoria pré-natal leva
ao aumento de citocinas inflamatérias na mae, feto e filhos adultos (TAK e
FIRESTEIN, 2001). A exposi¢cado ao LPS resultou na regulagéo positiva dos niveis
plasmaticos de nitrato/nitrito, indicador de maior producédo de NO, enquanto que 0s
tratamentos com EASMO, WSMoL ou tempol foram capazes de prevenir essa
alteracdo. A producdo de NO via iINOS é responsavel por estagios iniciais de
processos inflamatorios (WANG e LAU, 2006) e ja foi demonstrado que a
suprarregulacdo da expressao da iINOS, estimulada pelo LPS pode ser abolida pelo

tratamento de macrofagos com a fracdo acetato de etila de folhas de Moringa
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oleifera (ARULSELVAN et al., 2016). Esse perfil pode ter ocorrido de maneira
semelhante no presente trabalho.

A participacdo de fatores inflamatérios na programacdo da hipertensao
induzida pelo LPS também é fundamentada na elevacao do conteudo renal do TNF-
a, e nos efeitos protetores do EASMO e WSMoL. Nesse parametro, podemos
observar que o EASMO apresentou um efeito protetor mais proeminente do que a
WSMolL, uma vez que o primeiro reduziu os niveis de TNF-a a valores no mesmo
patamar do grupo Controle. O efeito de lectinas na inflamacédo frequentemente esta
relacionado ao dominio de ligacdo a carboidratos (dominio lectinico) e inibicdo da
migragéo celular para os sitios inflamados, provavelmente via inibicdo da adesao
entre leucécito e endotélio (ASSREUY et al.,, 1997; ASSREUY et al., 1999;
ALENCAR et al., 1999; NAPIMOGA et al., 2007; NUNES et al., 2009; ROCHA et al.,
2011). Por outro lado, o maior efeito do EASMO pode ser devido a maior diversidade
de componentes do extrato que atuariam por diversas vias sinergicamente. Também
€ importante salientar que a repercussao dos tratamentos com EASMO e WSMoL
nos niveis de TNF-a ndo sdo meramente dependentes de seus efeitos antioxidantes.
O grupo tratado com tempol também promove inibicdo dos parametros oxidativos
renais, contudo, ndo apresentou prevencdo da elevacdo do TNF-a induzida pelo
LPS.

A auséncia do efeito do tempol na prevencdo das alteracBes dos niveis de
TNF-a induzidos pelo LPS é um fator que merece uma investigacdo mais profunda.
Contudo, ja foi demonstrado que a enzima superédxido dismutase € um importante
determinante da resisténcia celular ao TNF-a (WONG et al., 1989), o que poderia
sugerir 0 aumento dos niveis da citocina como um fator compensatorio a resisténcia
dessa via de sinalizagdo. Além disso, também deve ser alvo de estudos posteriores
o efeito da WSMoL sobre o conteudo da IL-6, que a principio é outra citocina
correlacionada com a géneses da hipertensdo, doenca renal e estresse oxidativo.

Em conclusdo, o presente trabalho demonstra que o EASMO e a WSMoL
apresentam efeitos protetores sobre a endotoxemia materna, que envolvem
mecanismos antioxidantes e anti-inflamatorios capazes de prevenir a programagao
da hipertensdo. Dessa forma, fica clara a possibilidade da utilizacdo de ambas

preparacdes em situagdes clinicas que envolvam ativagcéo de vias pré-inflamatérias
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e pro-fibroticas, contudo ainda € necesséaria uma melhor compreensdo das

diferencas do mecanismo de acao das duas abordagens de tratamento.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O EASMO e a WSMoL apresentam efeitos protetores sobre 0 mecanismo de
programacao intrauterina de hipertensdo. Os mecanismos protetores de ambos
tratamentos devem envolver acdo antioxidante durante o ambiente intrauterino com
repercussao tardia no estresse oxidativo renal. Além disso, podemos concluir que o
EASMO apresenta um impacto protetor mais amplo que o WSMoL que inclui uma
acao anti-inflamatoria.
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