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Resumo

MENEZES, A.C.G. Resveratrol e canjiqueira (Byrsonima cydoniifolia A. Juss) no
processo reprodutivo feminino. 2019. 125f. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, MS, 2019.

Buscou-se avaliar os efeitos do resveratrol e do extrato de frutos de canjiqueira
sobre a prolificidade das fémeas suplementadas e possiveis implicacdes na
capacidade reprodutiva de sua prole feminina. Para tanto, realizou-se um
experimento a fim de verificar se o resveratrol melhora o desempenho
reprodutivo de fémeas gestantes mediando liberacdo de citocinas, nimero e
sexo da ninhada e peso dos filhotes, avaliado ao nascimento, 21 e 60 dias de
idade. Foram utilizadas fémeas de camundongo SWISS com 40 dias de idade,
separadas aleatoriamente em trés grupos: (1) grupo controle, sem
suplementacao; (2) grupo tratado com 5 mg/kg de resveratrol (RV5); (3) grupo
tratado com 10 mg/kg de resveratrol (RV10), sendo que todos os grupos
receberam dieta padréo e agua ad libitum. Para avaliacdo da comparacéo entre
grupos sobre a liberacdo de citocinas, considerou-se o n=4/grupo e, para
avaliacdo do numero, sexo e peso dos filhotes, considerou-se o n=5/grupo. As
fémeas receberam antioxidante, extrato ou solugao salina por meio de gavagem,
uma vez ao dia, dos 40 aos 84 dias de idade (momentos pré e pos-
suplementacao, respectivamente) e foram acasaladas aos 60 dias de idade com
macho de mesma idade, na proporcao de duas fémeas para cada macho (2:1),
sendo separadas de seus pares apos confirmacédo da gestacdo (presenca de
tampédo vaginal) e mantidas em gaiolas individuais até o0 momento do parto.
Observou-se que nado houve diferenca quanto a liberacdo de citocinas na
comparacao entre 0s momentos pré e pos-suplementacdo, bem como entre
grupos. O numero e sexo das ninhadas também nao diferiram estatisticamente
entre grupos. Ja o peso dos filhotes aos 60 dias de idade, mostrou-se maior para
0 grupo suplementado com 5 mg/kg de resveratrol (RV5) com relacdo aos grupos
controle e suplementado com 10 mg/kg de resveratrol (RV10), sugerindo que a
suplementacdo das maes com resveratrol durante a gestacédo pode influenciar
positivamente no peso da prole na fase adulta, sendo que a suplementacdo com
antioxidante proporcionou desenvolvimento saudavel para os descendentes. Em
sequéncia, foi conduzido o segundo experimento para avaliar se a
suplementacao materna (fémeas FO) com 5 e 10 mg/kg de resveratrol (RV) ou
150 mg/kg de extrato hidroetandlico de frutos de canjiqueira (CJ), dos 40 aos 84
dias de idade, influenciam nos niveis de colesterol total, lipoproteinas de alta
densidade (HDL) e triglicerideos na prole feminina (F1), na taxa de gestacéo e
namero e taxa de implantacées embrionarias dessas fémeas. Foram utilizadas
fémeas descendentes dos grupos maternos (fémeas FO0), considerando-se
guatro grupos: (1) grupo controle, n=18; (2) grupo RV5, n= 15; (3) grupo RV10,
n= 16 e grupo CJ, n= 14, totalizando 63 fémeas. Essas fémeas, aos 60 dias de
idade, foram acasaladas com macho de mesma idade, na proporcao de duas
fémeas para cada macho (2:1), sendo submetidas a eutanasia oito dias apos
confirmacdo da gestacdo (presenca de tampao vaginal), para colheita de
materiais biolégicos — soro, para mensuracao de colesterol total, triglicerideos e
HDL; ovarios e Uteros, para andlise histolégica, com contagem de corpos lateos
e sitios de implantagdo embrionaria, respectivamente, com finalidade de calculo



de taxas de gestacdo e implantacdo embrionaria. Verificou-se que as fémeas
F1 descendentes do grupo CJ apresentaram melhor perfil lipidico quando
comparadas as fémeas F1 do grupo RV10; entretanto, as fémeas F1 do grupo
RV10 mostraram desempenho reprodutivo superior aos demais grupos. Conclui-
se que 0 consumo materno de canjiqueira por fémeas de camundongo SWISS
influenciou positivamente no perfil metabdlico das fémeas F1, porém néo
interferiu no desempenho reprodutivo dessas descendentes, enquanto que a
suplementagdo materna com resveratrol, em especial na concentracado de 10
mg/kg, alterou o perfil lipidico das fémeas F1 e trouxe melhores resultados para
0 desempenho reprodutivo delas.

Palavras-chave: antioxidantes, fémeas, prole, reproducéo, metabolismo



Abstract

MENEZES, A.C.G. Resveratrol and canjiqueira (Byrsonima cydoniifolia A. Juss)
in the female reproductive process. 2019. 125f. Thesis (Doctorate) - Faculty of
Veterinary Medicine and Animal Science, State University of Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, MS, 2019.

The effects of resveratrol and extracts of canjiqueira fruits on the prolificacy of the
supplemented females and possible implications on the reproductive capacity of
the female offspring of these females were evaluated. For that, an experiment
was carried out to verify if resveratrol improves the reproductive performance of
pregnant females mediating the release of cytokines, number and sex of the litter
and the weight of the pups, evaluated at birth, 21 and 60 days of age. Females
of 40-day-old SWISS mice were randomly divided into three groups: (1) control
group, without supplementation; (2) 5 mg / kg resveratrol treated group (RV5); (3)
group treated with 10 mg / kg resveratrol (RV10), all groups receiving standard
diet and water ad libitum. To evaluate the comparison between groups on the
release of cytokines, n = 4/ group was considered and n =5/ group was used to
evaluate the number, sex and weight of the pups. The females received the
antioxidant, extract or saline solution by gavage, once a day, from 40 to 84 days
of age (pre and post-supplementation moments, respectively) and were mated at
60 days of age with male of the same age, proportion of two females for each
male (2: 1), being separated from their pairs after confirmation of gestation
(presence of vaginal buffer) and kept in individual cages until the time of delivery.
It was observed that there was no difference in the release of cytokines in the
comparison between the pre and post-supplementation moments, as well as
between groups. The number and sex of litters also did not differ statistically
between groups. The weight of the pups at 60 days of age was higher for the
group supplemented with 5 mg / kg of resveratrol (RV5) compared to the control
groups and supplemented with 10 mg / kg of resveratrol (RV10), suggesting that
supplementation of mothers with resveratrol during gestation can positively
influence offspring weight in adulthood, and supplementation with the antioxidant
provided healthy development for the offspring. The second experiment was
carried out to evaluate whether maternal supplementation (Females FO) with 5
and 10 mg / kg of resveratrol (RV) or 150 mg / kg of hydroethanolic extract of
canjiqueira (CJ) fruits from 40 to 84 (HDL) and triglycerides in the female offspring
(F1), the gestation rate and the number and rate of embryo implantation of these
females. Females descended from the maternal groups (females FO) were used,
considering four groups: (1) control group, n = 18; (2) RV5 group, n = 15; (3)
RV10 group, n = 16 and CJ group, n = 14, totaling 63 females. These females, at
60 days of age, were mated with male of the same age, in the proportion of two
females for each male (2: 1) and were submitted to euthanasia eight days after
confirmation of gestation (presence of vaginal buffer) to collect biological
materials - serum, for measurement of total cholesterol, triglycerides and HDL;
ovaries and uterus, by histological analysis, to count luteal bodies and embryo
implantation sites, respectively, for the purpose of calculating pregnancy rates
and embryo implantation. It was verified that F1 female offspring of the CJ group
had a better lipid profile when compared to F1 females of the RV10 group;
however, F1 females of the RV10 group showed higher reproductive



performance than the other groups. It was concluded that the maternal
consumption of canjiqueira by SWISS mouse females influenced positively the
metabolic profile of F1 females, but did not interfere in the reproductive
performance of these descendants, whereas maternal supplementation with
resveratrol, especially at 10 mg / kg, altered the lipid profile of F1 females and
brought better results for the reproductive performance of these females.

Keywords: antioxidants, female, offspring, reproduction, metabolism
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1. INTRODUCAO

Durante a vida reprodutiva de mamiferos, a producéo hormonal ciclica das
gbnadas contribui para a regulacdo continua do metabolismo energético (DELLA
TORRE et al., 2014). Por outro lado, esse metabolismo energético associa-se as
necessidades reprodutivas e depende da habilidade do organismo em
armazenar combustiveis oxidaveis (FONTANA E DELLA TORRE, 2016).

A condicdo nutricional materna pode alterar o estado epigenético do
genoma fetal e imprimir sua expressao g@génica, além dessas alteracdes
epigenéticas precoces nos embrides poderem ser refletidas nas etapas
posteriores de desenvolvimento (WATERLAND E JIRTLE, 2004; EVANS et al.,
2016), desencadeando um processo de programacdo fetal que acarretara
respostas adaptativas do feto, as quais podem resultar em consequéncias
anatbmicas, metabdlicas e fisiologicas permanentes (BARKER, 1998;
GODFREY, 2002; SUGDEN E HOLNESS, 2002; CHANG et al., 2008).

Para garantir melhor aproveitamento nutricional durante o0
desenvolvimento embrionario, € possivel agregar a dieta materna ingredientes
alimenticios ou compostos antioxidantes que, aliados ao valor nutricional dos
alimentos, proporcionem beneficios especificos a saude (SIGH, 2016). Esses
compostos, chamados nutracéuticos, podem ser encontrados em certas plantas;
suas sementes, folhas ou raizes, que possuem atividade fitoterapica e
nutracéutica, sao ricas em compostos como polifendis, flavonoides, carotenos,
acido galico, taninos e 6leos essenciais, apresentando efeitos antioxidantes com
resultados superiores aos antioxidantes sintéticos, devido a menor citotoxicidade
e residuos (GUPTA E SHARMA, 2006; NAGULENDRAN et al., 2007; SEN et al.,
2010).

Dentre esses antioxidantes, destacam-se o0s polifendis, um grupo
heterogéneo de substancias quimicas encontradas em plantas (frutas, verduras
e legumes) e bebidas (ch4, vinho, cacau e café), os quais apresentam atividade
protetora contra doencas cardiovasculares, neurodegenerativas, e na prevencao
do cancer (SUN et al., 2002; HALL, 2003; LAMBERT et al., 2005; BISHAYEE E
DHIR, 2009).

Alguns polifendis, como o resveratrol, uma fitoalexina presente em uvas,
amendoins e em frutas vermelhas, exibe atividade antioxidante, modula a

resposta inflamatéria e possui efeito fitoestrogénico, agindo sobre o ovario,
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retardando seu envelhecimento e, dessa forma, contribuindo de maneira positiva
na eficiéncia reprodutiva da fémea (LIU et al., 2013; BERMAN et al., 2017). A
ingestdo de resveratrol durante a gestagcdo promove beneficios a mée e a
descendéncia gerada e, embora 0s mecanismos envolvidos nestes efeitos ainda
nao estejam completamente elucidados, acredita-se que a programacédo do
desenvolvimento fetal possa ser um dos mecanismos que explique a relacao
entre nutricdo e consumo de antioxidantes maternos e a saude metabdlica dos
filhos (COSTA-SILVA et al., 2016).

De forma semelhante, a espécie canjiqueira (Byrsonima cydoniifolia A.
Juss), planta largamente distribuida no Pantanal Sul Mato-Grossense, apresenta
potencial para uso na reproducao de fémeas, além de possiveis resultados sobre
a saude metabolica da prole, pois é fonte de compostos bioativos como acidos
fendlicos, acido ascorbico e piceatanol (analogo do resveratrol), com
reconhecida acéo sobre a saude metabdlica e reprodutiva, o que pode permitir
a descoberta de uma fonte natural de antioxidantes com potencial para prevenir
ou minimizar efeitos deletérios a reproducédo feminina (PRATES et al., 2015;
SANTOS et al.; 2017).

O crescente interesse nos potenciais beneficios de nutracéuticos a saude
tem estimulado pesquisas para avaliar os efeitos desses compostos durante a
gestacdo em fémeas de diversas espécies (HARRIS et al., 2007; CHEN E CHAN,
2012; HICKS et al., 2012). Portanto, compreender as implicacdes da ingestao de
plantas que possuem em sua composicdo compostos bioativos, como o
resveratrol e o piceatanol, sobre a saide materna e de seus descendentes, trara
novas perspectivas para a prevencao de enfermidades gestacionais e, assim,

garantir um desenvolvimento saudavel para a prole (LY et al., 2015).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. As citocinas na reproducédo da fémea

As citocinas sao polipeptideos ou glicoproteinas, extracelulares,
hidrossoluveis, com peso variando entre 8 e 30 kDa (OLIVEIRA et al., 2011).
Sao liberadas por células do sistema imune por meio de diferentes vias

enzimaticas, como a proteina quinase ativadora de mitdbgenos - MAPK e por
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outros tipos celulares, presentes em diferentes locais do organismo, como na
hipofise anterior (SOUZA E URIBE-VELASQUEZ, 2008; OLIVEIRA et al., 2011;
ALVARES et al., 2017). Dessa forma, uma mesma citocina pode ser secretada
por diferentes tipos de células (ZHANG E AN, 2007; OLIVEIRA et al., 2011). Ao
contrario dos horménios, ndo sao armazenadas como moléculas pré-formadas
e atuam de forma paracrina ou autdcrina (LIN et al., 2000; SOMMER E WHITE,
2010). Possuem atividade pleiotréfica, em que uma Unica citocina pode agir em
diferentes tipos de células, modulando o crescimento celular e a producdo
hormonal (SOUZA E URIBE-VELASQUEZ, 2008; OLIVEIRA et al., 2011;
ALVARES et al., 2017). Por outro lado, é possivel observar uma mesma ac¢ao
sendo desencadeada por diferentes citocinas (OLIVEIRA et al., 2011; ALVARES
etal., 2017). E comum a sua formacg&do em cascata, na qual uma citocina estimula
suas ceélulas-alvo a produzirem mais citocinas (ZHANG E AN, 2007). Ligacdes
com receptores especificos ativam mensageiros intracelulares que regulam a
transcricdo génica dessas substancias (OLIVEIRA et al., 2011).

As citocinas possuem varios efeitos biologicos, influenciando a atividade,
diferenciacao, proliferacéo e sobrevida de células imunes e, ainda, regulando a
producdo e a atividade de outras citocinas, podendo aumentar ou atenuar a
resposta inflamatéria (OLIVEIRA et al., 2011). Influenciadas pelo microambiente
no qual séo liberadas, podem desencadear acdes pro-inflamatorias (Thelperl),
mediadas pelo interferon-y'- INF-y e outras citocinas como as interleucinas IL-1,
IL-6, IL-7, IL-12 e fator de necrose tumoral-a - TNF-a ou, apresentar mecanismos
imunossupressores associados ao processo de cura e restricdo dessas lesoes,
conduzidos por citocinas envolvidas na resposta anti-inflamatéria do Th2
(Thelper2), como as IL-4, IL-10 e IL-13 (CURFS et al., 1997; COLIC et al., 2007;
SOMMER E WHITE, 2010).

As citocinas participam de varias fases do ciclo reprodutivo feminino e
sofrem forte influéncia do eixo hipotalamo-hipofise-gbnadas, bem como dos
esteroides gonadais, importantes moduladores da resposta imune (ALVARES et
al., 2017).

O processo ovulatorio se assemelha a reacdo inflamatoria classica,
incluindo a participacdo central de leucécitos e mediadores inflamatorios como
eicosanoides, histamina e bradicinina. Esses eventos inflamatérios séao,

caracteristicamente, iniciados e orquestrados pela liberagdo sequencial de
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citocinas produzidas por leucécitos recrutados para 0 ovario ou nas proprias
células ovarianas e fluido folicular (BRANNSTROM et al., 1994).

Muitas citocinas sé@o expressas no ovario e desempenham um importante
papel no controle das fung¢des ovarianas (SIROTKIN, 2011). A producéao de
interleucinas e seus receptores, como a IL-1, tem sido demonstrado em ambas
células, granulosas e tecais, de foliculos pré-ovulatérios ap6s a acdo do
horménio foliculo estimulante - FSH (URI-BELAPOLSKY et al., 2017). O efeito
da IL-1 depende do estagio de desenvolvimento ovariano, sendo que, em
foliculos indiferenciados, inibe a esteroidogénese, enquanto estimula a liberacéo
de progesterona em foliculos diferenciados (BORNSTEIN et al., 2004). Outras
citocinas também desempenham papéis importantes no ovario, como o TNF-q,
o qual, em conjunto com o ligante Fas e androgenos, induz a atresia folicular
(KAIPIA E HSUEH, 1997) e, no corpo luteo recém-formado, inibe a secregéo de
progesterona, contribuindo para sua regressdo (TERRANOVA E RICE 1997).
Em contraste a essas acodes, gonadotrofinas, IL-1B3, fator de crescimento
semelhante a insulina- | - IGF-I, fator de crescimento epidérmico - EGF, fator
transformador do crescimento B - TGF- [, fator de crescimento de fibroblastos
basico - FCFb e estrogénios atuam durante o desenvolvimento folicular para
prevenir a atresia (SIROTKIN, 2011).

No acasalamento, especialmente pela exposicdo ao plasma seminal, o
ambiente uterino produz uma resposta inflamatoria transitoria que se dissipa no
momento da implantacéo do blastocisto, principalmente devido a flexibilidade do
perfil imunolégico exibido pelos linfécitos residentes. Em fémeas de
camundongos, por exemplo, no quarto dia gestacional, as concentracdes de
citocinas do liquido luminal uterino estdo proximas aos niveis fisiologicos do
periodo pré-implantacional (ORSI et al., 2006).

Por outro lado, as citocinas modulam o processo de rejeicdo embrionaria,
ja que o embridao pode ser considerado um “aloenxerto” por carregar material
genético paterno (MITCHELL et al., 2002; SHECHTER et al.,, 2013). O
estabelecimento da gestacdo somente serd possivel a partir da ocorréncia de
um equilibrio imunoldgico complexo, necessario a tolerancia desse enxerto semi-
alogénico fetal (ORSI et al., 2006). Esse fenbmeno é alcancado através do
balanco entre os niveis das citocinas pro-inflamatérias (Thl) e anti-inflamatérias

(Th2) e seus receptores, bem como da sintese diferencial de imunoglobulinas e
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da regulacao de células imunes (MATTSSON et al., 1992; HIRABAYASHI et al.,
1999; MARGNI E ZENCLUSSEN, 2001). Em fémeas de camundongos, o
desequilibrio dessa relagdo Th1:Th2 leva ao aborto, que & prevenido pela
administracdo de IL-10, uma vez que essa citocina tem papel vital na
preservacdo da tolerancia imunolégica (CHENG E SHARMA, 2015) e,
consequentemente, na manutencao da gestacdo, um fenémeno dependente das
citocinas Th2 (ZOURBAS et al., 2001).

A expressao de citocinas pré-inflamatérias no Gtero € necesséria para a
receptividade e sucesso da implantacdo do blastocisto (DEKEL et al., 2014). As
citocinas atuam efetivamente em cada etapa de implantacdo, modulando a
expressdo de moléculas de adesdo no tecido fetal e superficie materna,
regulando a expressao de proteases que remodelam a matriz extracelular e
promovendo a invasédo e diferenciacdo de trofoblastos (McEWAN et al., 2009;
VAN MOURIK et al., 2009).

A progesterona, o fator bloqueador induzido pela progesterona - PIBF e
a prostaglandina E> - PGE>, entre outros, foram identificados como reguladores
do equilibrio entre citocinas Thl: Th2 (SZEKERES-BARTHO et al., 1997; ABE et
al., 1997; MORTON, 1998; NAHUM et al., 2004). Isso, provalvemente, explica
porque as disfuncdes inflamatérias sdo responsaveis por muitas das
complicagdes do ciclo estral (VON WOLFF et al., 2000), placentacdo defeituosa
(HUMINIECKI et al., 2001) e trabalho de parto prematuro (ZENCLUSSEN et al.,
2003) em varias espécies mamiferas (ORSI et al., 2006).

A IL-6 é uma glicoproteina, secretada por células do sistema imune, como
macrofagos, mondcitos e eosinodfilos e, também, por hepatocitos e células da
glia, sendo induzida pelo TNF-a e IL-1. Tem relacéo estrutural com IL-4, fator
inibidor de leucemia - LIF, eritropoietina e fator neurotréfico ciliar - CNTF (CURFS
et al., 1997; SOMMER E WHITE, 2010). E uma citocina pro-inflamatéria que
promove maturacdo e ativacdo de neutrofilos, maturacdo de macrofagos,
diferenciacdo e manutencao de linfocitos-T citotoxicos e células natural Killer -
NK. Também ativa astrécitos e microglia, e regula a expressao de
neuropeptideos apés lesao neuronal, contribuindo para a regeneracéo do tecido
(CURFS et al., 1997; LIN et al., 2000; RAEBURN et al., 2002).

Por ser amplamente expressa no trato reprodutivo de mulheres e fémeas

de camundongo e nos tecidos gestacionais, a IL-6 exerce fun¢des reguladoras
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na implantacdo do embrido e no desenvolvimento placentario, bem como nas
adaptacfes imunoldgicas necessérias para tolerar a gestacdo (PRINS et al.,
2012). A presenca de IL-6 durante parte da gestacdo reflete seu papel na
regulacao da placentacao, hematopoiese fetal e angiogénese e, juntamente com
IL-1, na producdo de lactogénio placentario (JAUNIAUX et al., 1996;
YAMAGUCHI et al., 1996). A estabilizacdo de seus niveis apdés a metade da
gestacao pode ser resultante de uma estimulagédo do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal, que estabelece um feedback negativo para essa citocina (VENIHAKI et
al., 2001).

A expressdo insuficiente de IL-6 no endométrio pode contribuir para a
perda fetal, sendo que esta é reduzida no endométrio de mulheres com abortos
recorrentes, e no tecido fetal e placentario de camundongos hibridos
CBA x DBA/2 (ZENCLUSSEN et al., 2003). Fémeas de camundongos
Knockout para o gene IL-6, exibem reabsor¢cdo embrionaria elevada e
predisposicdo ao parto distécico (PRINS et al., 2012).

A IL-10 é um polipeptideo n&o glicosilado, sintetizado em células
imunoldgicas, tecidos neuroendocrino e neural. Seu receptor (IL-10R) pertence
a familia de receptores de citocina de classe Il, semelhante aos receptores para
interferons. Sua producéo é inibida pela IL-4, IL-13 e IFN- y'e, também, por sua
autorregulacao (LIN et al., 2000; RAEBURN et al., 2002; SOMMER E WHITE,
2010). Inibe as citocinas pro-inflamatérias, principalmente TNF-q, IL-1 e IL-6,
produzidas por macrofagos e mondcitos ativados, estimulando a producao
enddgena de citocinas anti-inflamatorias. Além disso, aumenta a proliferacéo de
mastocitos e impede a producéo de IFN- y'pelas células NK (ZHANG E AN, 2007;
OLIVEIRA et al., 2011).

Na fémea gestante, a IL-10 é expressa pelos trofoblastos, células NK
uterinas, mondocitos e células T reguladoras na decidua; entretanto, ndo se
observa a expressao desta interleucina nos trofoblastos extravilosos (THAXTON
E SHARMA, 2010; CHATERJEE et al., 2014). No camundongo, a IL-10 é
expressa durante toda a gestacao, com o pico ocorrendo no décimo segundo dia
gestacional (SVENSSON et al., 2001). Um estudo para identificar o papel exato

da IL-10 na gestacdo utilizou fémeas gestantes de camundongo IL-10 -

comparadas as fémeas gestantes selvagens, e concluiu que ndo houve

alteracbes no numero de filhotes da ninhada ou no desenvolvimento fetal,
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sugerindo que essa interleucina ndo é essencial para a gestacao (ROBERTS et
al., 2003). Contudo, ainda segundo estes autores, a IL-10 atua no crescimento e
remodelacdo placentaria, uma vez que as fémeas de camundongos knockout
para a IL-10 apresentaram aumento no tamanho da placenta e da rede
sanguinea materna, sugerindo que, apesar de ndo desempenhar papel relevante
para o crescimento e desenvolvimento fetais, previne a inflamacéo excessiva
durante a gestacao.

Baixos niveis de IL-10 tém sido associados ao aborto induzido por
lipopolissacarideos - LPS em fémeas de camundongos (ATHANASSAKIS et al.,
1999); entretanto, esse processo pode ser revertido por sua administracao
exogena (TERRONE et al., 2001). Em estudos realizados com modelos animais
murinos, a administracdo de IL-10 recombinante foi capaz de reverter ou
minimizar resultados gestacionais adversos, demonstrando que essa
interleucina desempenha efeitos protetores em partos prematuros, abortos
espontaneos e pré-eclampsia (KALKUNTE et al., 2010; THAXTON E SHARMA,
2010; CHATTERJEE et al., 2011; LAl etal., 2011; LIN et al., 2014; CHATTERJEE
et al., 2014).

Em estudo conduzido em fémeas gestantes de camundongo, Orsi et al.
(2006) encontraram aumento na IL-10 apés a metade da gestacao,
possivelmente para equilibrar a elevacado paralela de TNF-a, IFN e IL-6 no
periodo, indicando o papel modulador dessa citocina. Portanto, juntamente com
a IL-4, sua regulacao implica na reducado da inflamacé&o materna, permitindo as
trocas ocorridas entre a decidua placentaria e o trofoblasto fetal durante os
diferentes estagios gestacionais, condicdo fundamental para a manutencéo da
tolerancia imunolégica durante a gestacao (CHATERJEE et al., 2014; CHENG E
SHARMA, 2015).

A IL-12 é uma citocina pleiotrofica do tipo 1 responséavel pela mediacdo
de vérias atividades biol6gicas em células T humanas e NK, incluindo a inducéo
da producéo de IFN-y, aumento da citotoxicidade mediada por células e efeitos
comitogénicos com células T em repouso (LANGRISH et al., 2004).

Em fémea de camundongo, a IL-12 é relacionada aos possiveis efeitos
deletérios sobre a gestacdo por induzir acdo pré-inflamatoéria Thl (REINA et al.,
2004). Em mulheres, a IL-12 estd aumentada no fluido cervicovaginal materno
(DUBICKE et al., 2010), placenta (EL-SHAZLY et al., 2004) e liquido amnidtico
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(LEMANCEWICZ et al., 2001) em casos de partos prematuros, em comparacao
as gestacoes a termo (ARABABADI et al., 2012).

Entretanto, em estudo conduzido em fémeas de camundongos ICR (CD-
1) para investigar os efeitos maternos e fetais da administracdo exdégena de IL-
12, observou-se que essa citocina nao exerceu efeitos adversos sobre o
desempenho reprodutivo, induzindo, apenas, discreta acao prejudicial nas maes,
e decréscimo no numero de somitos (mesoderma paraxial segmentado) nos
embrides, porém sem diferencas nos parametros de desenvolvimento destes ao
nascimento, sugerindo que a alteracdo dos somitos possa ter sido um estado
transitorio durante o tratamento (REINA et al., 2004).

De outra forma, essa citocina pode ser preponderante na regulacdo da
fungéo placentaria ao final da gestagcdo em mulheres e em modelos murinos,
especialmente relacionada a citotoxicidade das células mononucleares
deciduais (SUGITA et al., 2003) e ao aumento na producao de IL-2, TNF-a e IFN-
Yy, da qual é co-estimuladora (HUNTER et al., 1995; ORSI et al., 2006).

O IFN-y é uma glicoproteina secretada por células T e células NK em
resposta a uma variedade de estimulos. Células T CD8* e células CD4*
produzem IFN-y durante infecgbes virais (RUS E VIA, 2007). O IFN-y possui
efeitos multiplos e pleiotroficos em células imunes e ndo imunes, incluindo a
capacidade de inibir a proliferacdo de células Th2 e de induzir a mudanca de
classe de imunoglobulinas (promovendo a producédo de IgG2a). A producéo de
IFN-y durante uma resposta imune resulta em expansao preferencial de células
Thl, e promove a morte de macrofagos em resposta a agentes microbianos e
parasitas intracelulares. Também induz ou regula positivamente a expresséao do
complexo maior de histocompatibilidade - MHC de classe Il em células imunes e
nao imunes, um efeito que pode contribuir para a patogénese da autoimunidade
(RUS E VIA, 2007; OPPENHEIM, 2014).

Os IFNs sao expressos pelo trofectoderma de primatas, roedores e
animais ungulados durante o periodo de peri-implantacdo, e coordenam
interacdes essenciais no Utero ao longo do estabelecimento da gestacao
(BAZER et al., 2009). Em roedores, sua producdo é induzida no inicio da
formacédo da decidua e permanece no citoplasma da regido trofectodérmica ao
longo do desenvolvimento placentario (ASHKAR E CRQOY, 1999), sendo que, no

terco médio da gestacdo, o IFN-y é detectado em células gigantes trofoblasticas
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(JUDITH E MAIZEL, 1997; KONIECZNY et al., 1998). Seus receptores IFN-y RI
e IFN-y RIl sdo encontrados em odcitos e embrides pré-implantados de
camundongos (YUl et al., 1994; MATTHIESEN et al., 1998).

Durante a implantacdo embrionéria, o IFN-y contribui para o inicio do
remodelamento vascular endometrial, angiogénese nos locais de implantacéo e
manutencdo de componentes da placenta em gestacées normais de roedores
(MURPHY et al.,, 2009), mas sua producdo elevada € prejudicial para a
sobrevivéncia do embrido (ROBERTSON et al., 2018).

O tratamento de fémeas de camundongos gestantes e que ndo possuem
orgédos linfoides com IFN-y recombinante de camundongo, induziu morfologia
normal em suas artérias deciduas e espirais, corroborando a afirmacao de que
niveis fisiologicos de IFN-y s&do importantes para o desenvolvimento decidual e
remodelamento arterial gestacional nessa espécie (MURPHY et al., 2009).

Entretanto, em cultivos embrionarios na mesma espécie, observou-se que
o IFN-y'inibiu o desenvolvimento do embrido (HILL, 1992) e, também alterou a
expressao de proteinas necessarias para a adesdo embrionaria (FONTANA et
al., 2004). Sua administracdo sistémica exdgena no periodo pré-implantacional
impediu a implantacédo e inibiu a manutencdo da gestacdo (CHAOUAT et al.,
1990; MARTAL et al., 1997). Outra acéo observada foi inibicdo da secrecéao do
fator estimulador de granulécitos e macréfagos - GM-CSF, uma citocina-chave
gue promove o crescimento e diferenciacdo do blastocisto, em células epiteliais
do trato reprodutivo de camundongos e humanos (ROBERTSON et al., 2018).

Portanto, essa citocina pré-inflamatéria apresenta diversos papéis sobre
a interface materno-fetal no desenvolvimento inicial da gestacdo. Enquanto
niveis fisioldgicos sdo importantes para angiogénese e remodelamento dos
vasos uterinos que garantem o sucesso da implantacdo, concentracdes
elevadas estdo relacionadas as complicacdes gestacionais que incluem,
principalmente, a perda fetal (MURPHY et al., 2009).

A MCP-1 (MCP-1/CCL2) é um membro da familia de quimiocinas C-C e
um potente fator quimiotatico para mondcitos. E produzida por diferentes tipos
celulares, incluindo células endoteliais, epiteliais, fibroblastos, musculo liso e
células monociticas, entre outros (CUSHING et al., 1990; STANDIFORD et al.,
1991; BROWN et al., 1992; BARNA et al., 1994). A producao por essas células

€ importante em respostas imunes antivirais, na circulacdo periférica e nos
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tecidos; no entanto, os mondcitos/macréfagos sdo considerados sua principal
origem (YOSHIMURA et al., 1989). Esta entre os membros mais estudados da
familia das quimiocinas e tem demonstrado ser um potencial ponto de
intervencdo para o tratamento de varias doencas em humanos, incluindo
esclerose multipla (SORENSEN et al., 2004), artrite reumatoide (HAYASHIDA et
al., 2001), aterosclerose (KUSANO et al., 2004) e diabetes melito (SARTIPY E
LOSKUTOFF, 2003). E importante para a regulacdo da migracao e infiltracdo de
monacitos, basofilos, linfocitos T e células NK em varios tecidos, incluindo os
ovarios (DESHMANE et al., 2009).

As propriedades da MCP-1 e sua producéo por diferentes tipos celulares,
além de sua abundante presenca no tecido luteal, sugerem um papel deste como
desencadeador do influxo de macréfagos, observado no corpo lateo em estagio
avancado (PENNY et al., 1998). Os macrofagos estdo envolvidos na destruicao
rapida do tecido luteal que ocorre apos a lutedlise funcional (BAGAVANDOSS et
al., 1988; PENNY et al., 1998). A MCP-1 foi descrita em células luteais suinas
(HOSANG et al., 1994), e sua expressao aumentada é vista no corpo luteo da
fémea de rato antes do influxo de mondécitos/macréfagos no estagio luteal tardio
e regressao induzida pela prolactina (BOWEN et al., 1996; TOWNSON et al.,
1996). Em vacas, os macréfagos estao envolvidos na destruicdo de tecido luteal
apos a lutedlise, tendo um papel da MCP-1 no controle do influxo de macréfagos
no corpo luteo em bovinos (PENNY et al., 1998).

Em mulheres, niveis fisiologicos de MCP-1 estdo transitoriamente
elevados no liquido folicular periovulatorio e em células do estroma ovariano
durante o processo ovulatério (DAHM-KAHLER et al., 2009), contribuindo para
a ovulacao. Ja na obesidade, os niveis de MCP-1 estdo anormalmente elevados
no tecido adiposo, levando ao recrutamento de mondcitos teciduais (KANDA et
al., 2006), favorecendo um estado inflamatério crénico de baixo grau. Em
estudos com animais, 0 RNAmM do MCP-1 é superexpressado no tecido adiposo
de camundongos geneticamente obesos se comparados com ninhadas de tipo
selvagem (SARTIPY E LOSKUTOFF, 2003). Estudos in vitro adicionais dos
mesmos pesquisadores sugerem que a MCP-1 pode contribuir para o
desenvolvimento de resisténcia a insulina, induzindo a dislipidemia.

O TNF-a €& uma citocina pro-inflamatéria, multifuncional, secretada

predominantemente por mondécitos/macréfagos, e que possui efeitos sobre o
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metabolismo lipidico, coagulagdo, resisténcia a insulina e fungdes endoteliais
(MAHDI, 2011). Esta envolvida na patogénese de uma série de processos
fisiolégicos que controlam inflamacéo, respostas antitumorais e homeostase do
sistema imunolégico (AGGARWAL, 2003; CROFT, 2009). O TNF-a é
reconhecido por sua atividade protetora contra patdégenos, sendo um produto de
células T CD4 e CDS8 efetoras ou células inatas, que podem induzir a morte de
células infectadas (MEHTA et al., 2016). Também € conhecido por sua atuacao
nos tecidos, onde controla a atividade inflamatéria por meio dos efeitos sobre
células estruturais, como fibroblastos e células epiteliais. Estas acdes sao
amplamente mediadas pelo receptor de TNF 1 - TNFR1 (COPE, 1998; KOLLIAS
E KONTOYIANNIS, 2002; CLARK et al,. 2005; SFIKAKIS, 2010), que é
ubiquamente expresso por quase todos os tipos de células e tem sido sugerido
como o principal receptor solavel para TNF-a (MEHTA et al., 2016).

Nos processos reprodutivos de fémeas de roedores, o TNF-a atua no
desenvolvimento folicular do ovario (JIANG E AMES, 2003), esteroidogénese
(HALES et al., 1994; SASSON et al., 2002), ovulagdo (HALES et al., 1994;
BRANNSTROM et al., 1995), lutedlise (ABDO et al., 2003) e atresia (MORRISON
E MARCINKIEWICZ, 2002; CUI et al., 2011).

No ovario, o TNF-a é encontrado em células ovarianas e no fluido folicular
de varias espécies, como roedores, animais domeésticos e humanos, e tambéem
em oa0citos, células da granulosa e da teca, células endoteliais, macréfagos e
corpo lateo (TERRANOVA, 1997; SAKUMOTO E OKUDA, 2004,
WIJAYAGUNAWARDANE E MIYAMOTO, 2004; ORSI et al., 2007). E secretado
em grandes quantidades por macréfagos e neutrofilos ativados e por células ndo
imunes, como células endoteliais e fibroblastos (SOUZA E URIBE-VELASQUEZ,
2008).

Embora o TNF-a promova a angiogénese (GARDINER et al., 2005), seus
niveis permanecem baixos durante a implantacdo embrionaria (ORSI et al.,
2006) e terco inicial da gestacdo, sendo que niveis elevados dessa citocina
ocorrem somente em seu terco final (ATHANASSAKIS E ICONOMIDOU, 1996),
possivelmente para induzir a sintese de metaloproteinases em preparacao para
o trabalho de parto (VADILLO-ORTEGA E ESTRADA-GUTIERREZ, 2005). E
provavel que essa concentracdo minima durante boa parte da gestacdo seja

influenciada pelo ambiente hormonal uterino, ja que sua liberagcdo é
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inversamente correlacionada a progesterona sérica em fémeas de camundongos
(HIRABAYASHI et al., 1999), e aumento de seus niveis esta associado a
complicagbes gestacionais e partos prematuros (ZENCLUSSEN et al., 2003).

O sistema imunoldgico contribui para a natureza transitéria do corpo liteo
(desenvolvimento, manutencao e regressao) atraves da regulacéo de leucécitos
no ovario, e secrecao de citocinas reguladoras, entre outras acfes. Células T,
macrofagos, eosindfilos e neutrdfilos produzem e secretam interleucinas,
prostaglandinas, IFN- ¥y, TNF-a e fatores angiogénicos, tais como VEGF-A e
FGF2 (REYNOLDS et al., 1994; SHIRASUMA et al., 2012; GALVAO et al., 2013).
Portanto, durante a luteélise, h4 aumento significativo no nimero dessas células
no corpo luteo, contribuindo para a apoptose de células luteais e posterior
fagocitose de debris, auxiliando a remodelacédo da matriz luteal (WEEMS et al.,
2006), caracterizando a cascata luteolitica como uma resposta imune e
inflamatoria (ALVARES et al., 2017).

Os avangos cientificos nas ultimas décadas possibilitaram o
reconhecimento da importancia do sistema imunologico para a fisiologia
reprodutiva feminina, especialmente a complexa acédo das citocinas sobre os
processos reprodutivos femininos. O conhecimento adquirido sobre o equilibrio
Th1l/Th2 e atolerancia imunoldgica necessaria para manutencao da gestacao,
bem como a realizacdo de anéalises comparativas das mais diferentes citocinas
entre varias espécies mamiferas, deve facilitar a pesquisa na area da biologia

reprodutiva nos proximos anos (ALVARES et al., 2017).

2.2. Nutracéuticos nareproducao de fémeas

O termo nutracéutico se refere aos ingredientes alimenticios, suplementos
alimentares e compostos antioxidantes que, agregados ao valor nutricional dos
alimentos, proporcionam beneficios especificos a saude. Muitos nutracéuticos,
como o0s suplementos nutricionais, vitaminas e antioxidantes, demonstraram
melhorar o desempenho reprodutivo e apresentaram eficacia no tratamento da
senescéncia reprodutiva e na infertilidade em humanos (SIGH, 2016).

Diversas plantas apresentam esse beneficio por possuirem em sua
estrutura compostos bioativos como polifendis, e flavonoides, entre outros, que
possuem atividade fitoterapica, nutracéutica e antioxidante, com efeitos

superiores aos antioxidantes sintéticos por apresentarem menor citotoxicidade e
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residuos (GUPTA E SHARMA 2006; NAGULENDRAN et al., 2007; SEN et al.,
2010).

Em geral, todos esses beneficios sdo explicados pelas suas propriedades
antioxidantes (FRANKEL et al., 1995), anti-inflamatérias (HAQQ!I et al., 1999) e
anticarcinogénicas (YANG et al., 2001). Entretanto, apesar do sucesso, muitos
desses compostos ainda nao tiveram todos os seus efeitos estudados em
organimos animais e/ou humanos e, consequentemente, ndo tiveram sua

eficacia totalmente comprovada (SIGH, 2016).

2.2.1. Resveratrol

O resveratrol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno) é uma fitoalexina pertencente a
familia estilbeno, sintetizado naturalmente na planta nas formas isdmeras, trans-
e cis-resveratrol (3,5,4'-trihidroxi- trans-estilbeno e 3,5,4'-trihidroxi- cis-estilbeno
— Figura 1), trans- e cis-piceido (trans-resveratrol 3-O-3-glucosideo e cis-
resveratrol 3-O-R-glucosideo) e viniferins - trans-viniferins (MORENO et al.,
2012; DE VRIES et al., 2018), sendo considerado o composto fendlico de maior
eficacia bioldgica (FREMONT, 2000). Esse polifenol € um nutracéutico que tem
atraido atencédo devido ao seu potencial farmacologico para o tratamento de
diferentes enfermidades (BERMAN et al., 2017).

O resveratrol foi isolado, pela primeira vez, na planta Veratrum
grandiflorum, na década de 1940 (AGGARWAL et al., 2004) e esta presente em
uvas, amendoins e em diversas frutas vermelhas (BERMAN et al., 2017). Os
compostos estilbenos s&o conhecidos por sua capacidade de fornecer
resisténcia as plantas contra infec¢cdes microbianas e fungicas (BAVARESCO et
al., 1997).
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Figura 1. Estrutura quimica do trans- e cis-Resveratrol
Fonte: Gambini et al. (2015)
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Na uva (Vitis vinifera L.), esse composto polifendlico se localiza,
principalmente, na casca, nas células epidérmicas e nas sementes e, em menor
guantidade, na polpa, sendo que a obtengcdo de elevadas concentracdes de
resveratrol depende da variedade da planta, do tipo da uva, do grau de infeccéo
pelo fungo Botrytis cinerea, de fatores ambientais, do solo e das praticas
enoldgicas (INFANTE, 1997; BAVARESCO, 2003). A biossintese do resveratrol
ocorre por estresse causado pelo ataque fungico, dano mecanico a uva,
exposicdo a radiagdo ultravioleta ou a agentes quimicos (PIROLA E FROJDO,
2008; PAN et al., 2009), sendo desencadeada por um sinal quimico, o qual induz
0 aumento da expressdo do gene da estilbeno sintetase, responsavel pela
formacéo da enzima de mesmo nome que, por sua vez, catalisa a reacdo com
alguns substratos presentes nas plantas, originando o resveratrol na area
afetada (SCHRODER et al., 1988; JEANDET et al., 2002).

Sua presenca no vinho tinto (concentracdes de 0,1-14,3 mg/L) tem sido
sugerida como uma solugéo para o “paradoxo francés”, populagdo na qual se
observa uma taxa inesperadamente baixa de doencas cardiacas, apesar de suas
dietas ricas em gordura saturada (RENAUD E DE LORGERIL, 1992; KOPP,
1998; SHUKLA E SINGH, 2011). Acredita-se que isso ocorra devido ao consumo
regular da bebida e, consequentemente, pela capacidade do resveratrol em
mimetizar os efeitos da restricdo calérica (BERMAN et al., 2017), contribuindo
para a reducdo de doencas metabolicas (PARK et al., 2012), incluindo efeitos
cardioprotetores, antiobesogénicos (MARTEL et al., 2017), antiateroscleroticos
(FAN et al., 2008) e antidiabéticos (ZHU et al., 2017).

Em animais de laboratorio alimentados com uma dieta rica em gordura, 0
resveratrol diminuiu 0 ganho de peso corporal, a porcentagem de gordura intra-
abdominal, os triglicerideos séricos, o colesterol total e os acidos graxos livres -
AGL (RIVERA et al., 2009; SHARMA et al., 2017). Em mulheres gestantes com
sobrepeso, a suplementacdo de 80 mg de resveratrol durante 60 dias,
apresentou efeitos metabdlicos positivos, com a reducdo da incidéncia de
diabetes melito gestacional, melhora do perfil lipidico e reducdo da glicose
sanguinea (MALVASI et al., 2017).

Além de seu efeito sobre o metabolismo, também se reconhece seus
efeitos anti-inflamatorios (OLIVEIRA et al., 2017), antioxidativos (TRUONG et al.,

2017), anticarcinogénicos (FARZAEI et al., 2016) e sua acéo no retardamento
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do inicio e progressdo de muitas doencgas através de diferentes mecanismos
(BERMAN et al., 2017).

Dentre esses mecanismos, destaca-se a ativacado da enzima sirtuina 1 -
SIRT1 (Figura 2), uma das sete formas pertencentes a familia das proteinas
sirtuinas (CHUNG et al., 2010), sendo esta enzima NAD*-dependente da
desacetilacdo das histonas, atuante na regulacdo de diversos fatores
transcricionais (PIROLA E FRONJO, 2008). Dessa forma, a SIRT1 afeta
metabolismo, resisténcia ao estresse, sobrevivéncia, senescéncia celular,
fungéo imune da inflamacéo, fungdes endoteliais e ritmos circadianos. Portanto,
ao atuar sobre essa enzima, o resveratrol intervém no controle metabdlico
anormal, inflamacéo e defeitos do ciclo celular e apoptose (YU et al., 2012;
BERMAN et al., 2017).

No ovario, o resveratrol protege a fungcdo mitocondrial pela ativacdo do
gene SIRT1, encontrado em células da granulosa, células do cumulus e odcitos
(MORITA et al., 2012; WANG et al., 2014). Em um estudo experimental em
fémeas de ratos, no qual avaliaram o efeito do resveratrol (20 mg/kg/dia) nos
ovarios em diferentes faixas etarias, Kong et al. (2011) observaram aumento
significativo do numero total de odcitos, diminuicdo do numero de foliculos
atrésicos e da inibicdo da apoptose. Em outro estudo, com fémeas de
camundongos, verificando o efeito do resveratrol sobre a infertilidade associada
a idade, Liu et al. (2013) concluiram que este polifenol protege a fertilidade das
mesmas contra as mudancas relacionadas ao envelhecimento e proporciona
aumento do numero de foliculos saudaveis e da quantidade e qualidade dos
o0citos.

A gestacdo desencadeia um estado fisiologico de estresse oxidativo
materno que € agravado pela ingestdo de dietas com baixo teor proteico. Em
fémeas de ratos alimentadas com dietas de baixo teor proteico, Vega et al.
(2016) demonstraram que a ingestdo de resveratrol (20 mg/kg) durante a
gestacéo, proporcionou a diminuicdo do estresse oxidativo na mae e na prole
gerada, sugerindo que o estresse oxidativo € um dos provaveis mecanismos
responsaveis pela programacdo do desenvolvimento de enfermidades em
adultos, desencadeadas pela nutricdo fetal deficiente, oriunda de uma nutricdo

materna pobre em proteinas e de funcéo placentaria prejudicada.
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Figura 2. Ativacdo da SIRT1 pelo resveratrol melhora saude metabdlica e
aumenta longevidade
Fonte: Adaptado de Mitchell et al. (2014)

Além do estresse oxidativo desencadeado fisiologicamente na gestacéo
em fémeas de rato, a presenca de hipOxia materna é um importante fator
estressor que promove a restricdo do crescimento intrauterino e aumenta a
susceptibilidade dos descendentes as doencas cardiovasculares (MORTON et
al., 2010; RUEDA-CLAUSEN et al., 2011a) e a sindrome metabdlica (RUEDA-
CLAUSEN et al., 2011b). Em fémeas gestantes de roedores submetidas a
hipéxia pré-natal e suplementadas com resveratrol (4 g/kg) adicionado a racéo,
a hipoxia causou uma reducédo na ingestao alimentar e diminuicdo no ganho de
peso das maes; porém, mesmo com a diminuicdo da ingestdo do antioxidante,
foi possivel detecta-lo no plasma das maes hipoéxicas e de seus fetos, indicando
gue o0 mesmo é capaz de atravessar a placenta e afetar diretamente o feto
(BOURQUE et al., 2012).

O consumo materno de resveratrol pode melhorar o metabolismo da
glicose em fémeas gestantes e em seus descendentes, com efeitos positivos
sobre a tolerancia a glicose e a diminuicdo da resisténcia a insulina (VEGA et al.,
2016). Um estudo conduzido com primatas ndo humanos demonstrou os efeitos
positivos do antioxidante sobre o metabolismo da glicose nas maes e nos seus
descendentes, diminuindo o peso corporal, melhorando a tolerancia a glicose e

aumentando o fluxo sanguineo na artéria uterina, além de reduzir a deposicao
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de triglicerideos no figado e diminuir a inflamacéo placentaria (ROBERTS et al.,
2014). Similarmente, ao empregar um modelo genético de camundongos com
diabetes melito gestacional, Yao et al., (2015) observaram que a ingestéo de 10
mg/kg/dia de resveratrol antes e durante a gestacéo, reduziu significativamente
a hiperglicemia, diminuiu a resisténcia a insulina, aumentou a sobrevida fetal e
diminuiu o peso corporal ao nascimento.

A ingestao materna de resveratrol melhora o metabolismo lipidico das
maes e da descendéncia gerada, e o seu consumo pelas méaes (50 mg/L na dgua
de beber) durante a gestacéo e a lactacdo, reduziu o peso corporal, o nivel sérico
de leptina e o0 peso do tecido adiposo visceral e subcutaneo na prole gerada de
fémeas de ratos da linhagem Wistar, sendo que as fémeas descendentes foram
mais afetadas, indicando um impacto do dimorfismo sexual (ROS et al., 2018).
Franco et al. (2016) concluiram que a ingestdo materna de 30 mg/kg/dia de
resveratrol diminuiu o peso corporal e a massa gorda na prole gerada, além de
reverter a hiperleptinemia e melhorar a sinalizacéo da leptina hipotalamica. No
trabalho de Singh et al. (2011), a administracdo de 100 mg/kg de resveratrol do
terceiro ao décimo segundo dias de desenvolvimento embrionario, em fémeas
de ratos gestantes diabéticas, preveniu a ocorréncia de estresse oxidativo e
apoptose nos embrides, e diminuiu os niveis de colesterol (41,74%) e
triglicerideos (60,64%) nas maes.

Somado a sua eficacia sobre o metabolismo da fémea e seus
descendentes, e ao fato de se caracterizar como um composto natural, o uso do
resveratrol como um nutracéutico (BRASIL, 2002) e agente terapéutico para
muitas doencas, tem sido amplamente pesquisado em diversos estudos pré-
clinicos (PERVAIZ, 2001; BOOCOCK et al., 2007; SARKAR et al., 2009; Ll et al.,
2010). Seu uso é especialmente interessante para pacientes com cancer, por
causa dos altos riscos associados aos tratamentos tradicionais agressivos,
incluindo cirurgia e quimioterapia (BERMAN et al., 2017). Foi demonstrado que
o resveratrol € capaz de modular varias vias de transducéo de sinal intracelular
gue, muitas vezes, apresentam erro durante o curso da carcinogénese (KUNDU
E SURH, 2008).

A ingestéo de resveratrol durante a gestacao acarreta beneficios a mae e
a descendéncia gerada; entretanto, os mecanismos envolvidos nestes efeitos

ainda ndo estao completamente elucidados, e acredita-se que a programacéao
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do desenvolvimento fetal possa ser um dos mecanismos que explique a relagéo
entre nutricdo e consumo de antioxidantes maternos e a saude metabdlica dos
filnos (COSTA-SILVA et al.,, 2016). Sabe-se que as propriedades anti-
inflamatdrias (OLIVEIRA et al., 2017) e antioxidantes (TRUONG et al., 2017) do
resveratrol podem diminuir a reacao inflamatdria na placenta e normalizar o nivel
de estresse oxidativo embrionario (ROBERTS et al., 2014). Além disso, existem
os efeitos anticarcinogénicos do antioxidante, refletidos por sua capacidade em
bloquear a ativacdo de varios agentes cancerigenos e estimular a
desintoxicacdo, para evitar danos oxidativos ao DNA da célula-alvo
(AGGARWAL et al., 2004; SHANKAR et al., 2007) e, ainda, sua competénciaem
inibir processos angiogénicos e metastéaticos da progressao tumoral, o que indica
0s potenciais efeitos quimiopreventivos e quimioterapicos do resveratrol (GARG
et al., 2005; KUNDU E SURH, 2008).

2.2.2. Canjiqueira

A familia Malpighiaceae, conjunto de plantas comuns no cerrado
brasileiro e Pantanal Sul Mato-Grossense, sdo caracterizados por frutas secas
ou carnudas, deiscentes ou indeiscentes, lisas, asperas ou aladas (DAVIS E
ANDERSON, 2010). E amplamente utilizada para fins alimentares e medicinais,
principalmente no tratamento de infeccbes (ALVES et al., 2000), inflamacgdes
(MALDINI et al., 2009) e hemorragias (NISHIJIMA et al., 2009). Varios géneros
pertencentes a familia apresentam frutos nutracéuticos, como é o caso do
género Byrsonima. Os frutos deste género apresentam atividade anti-
inflamatoria e sdo comercializados em todo o Brasil (GUILHON-SIMPLICIO E
PEREIRA, 2011).

A espécie Byrsonima cydoniifolia A. Juss (Malpighiaceae), popularmente
conhecida como canjiqueira, canjicdo ou murici (Figura 3), € uma planta de porte
arbustivo de 1 a 5 metros de altura, que se desenvolve em regides sob elevada
incidéncia luminosa. E considerada invasora de pastagens nativas na regido do
Pantanal, sendo tolerante as queimadas, exceto quando jovens (POTT E POTT,
1994). A espécie € muito comum no Pantanal, encontrada em bordas de
cordilheiras, capdo, campo e cerrado, ocorrendo tanto em areas secas quanto

em regides sujeitas as inundacdes na época das chuvas (SANTOS et al., 2008).
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Figura 3. Byrsonima cydoniifolia A. Juss no Pantanal Sul
Mato-Grossense
Fonte: arquivo pessoal

A planta é uma espécie forrageira e tem potencial para curtume por
possuir casca com oxalato de célcio e tanino (POTT E POTT, 1994). A casca do
fruto (Figura 4) é fonte de taninos, compostos presentes em vegetais
responsaveis pelo sabor adstringente, e tem sido utilizada pela cultura popular
na cicatrizacao de ferimentos, contra infec¢des intestinais e no tratamento de
erisipela (POTT et al., 2004). A canjiqueira fornece alimento para a fauna, e
embora seja bem conhecida na medicina popular pelo uso de casca, folhas e
frutos, também proporciona beneficios para a salude através da presenca de
compostos bioativos, sendo utilizada por moradores locais para a elaboracéo de
sucos, geleias, sorvetes e licores (SANTOS et al., 2009; NERI-NUMA et al.,

2018).

Figura 4. Frutos de Byrsonima cydoniifolia A. Juss
Fonte: arquivo pessoal

A andlise dos frutos mostram altos niveis de fibra alimentar, além de
carotendides (B-caroteno), vitaminas C e E (HAMACEK et al., 2014).
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Segundo estudos de Prates et al. (2015), a espécie apresenta altos niveis
de compostos bioativos em frutos verdes, ricos em &cido ascorbico, taninos e
compostos fenélicos. Também ha relatos da presenca de 4cidos cafeico, feralico
e galico, galato de metila, catequina e quercetina (MALTA et al., 2013; NERI-
NUMA et al., 2018).

O ovério € considerado um local primério de acamulo de &cido ascorbico,
com maior concentracdo deste na teca interna, nas células da granulosa e no
corpo luteo (KALA et al.,, 2017). Em cobaias, a deficiéncia de vitamina C
desencadeou intensa atrofia ovariana, com atresia folicular generalizada e a
retomada prematura da meiose (SEKHON et al., 2010), enquanto que em
fémeas de camundongos senis, a administracdo oral de vitaminas C e E
melhorou o nimero e qualidade dos odcitos (TARIN et al., 2002), demonstrando
a importancia dessa vitamina antioxidante para o sucesso da reproducdo em
fémeas de roedores (KALA et al., 2017).

O tanino, outro composto presente no fruto da canjiqueira, desempenha
um importante papel na saude humana, e possui numerosas propriedades
biologicas (ZAREI et al.,, 2011). Diferentes taninos hidrolisaveis, de partes
comestiveis ou ndo de plantas, demonstraram importante atividade bioldgica,
com propriedades antitumorais, antimutagénicas, antidiabéticas,
antiproliferativas, antibacterianas e antimicéticas (BUZZINI et al., 2008;
ARAPTSAS, 2012).

Santos et al. (2017) caracterizaram e quantificaram compostos presentes
no extrato hidroetandlico dos frutos de B. cydoniifolia, e identificaram atividades
anti-inflamatéria e anti-hiperalgésica nos testes realizados em camundongos,
sendo que, entre os compostos identificados, ha a significativa presenca de
trans-piceatanol.

O piceatanol (3,40,30,5-trans-tri-hidroxiestilbeno) € um anélogo
hidroxilado do resveratrol, que apresenta dois anéis fendlicos ligados por uma
dupla ligacdo de estireno e que ocorre naturalmente (WOLTER et al., 2002;
PIOTROWSKA et al., 2012). Existe em duas formas isoméricas: cis- e trans-
piceatanol (KUKREJA et al., 2014). Geralmente, sua forma isomérica trans é
mais estavel quando comparada a forma cis - Figura 5 (WOLTER et al., 2002;
KUKREJA et al., 2013). E encontrado em diversas plantas como a uva, 0

maracuja e o cha branco, sendo considerado um potente antioxidante
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(KUKREJA et al., 2013). Além dos efeitos antioxidantes, o piceatanol exibe
potenciais propriedades anticancerigenas e quimiopreventivas, apresentando
capacidade de suprimir a proliferacdo de uma grande variedade de células
tumorais presentes em leucemias, linfomas, tumores de mama, prostata, célon
e melanomas (PIOTROWSKA et al., 2012).

Embora haja uma semelhanca estrutural entre o resveratrol e o piceatanol
e, mesmo que o potencial terapéutico deste Ultimo seja menos explorado em
pesquisas, nos ultimos anos, esse estilbeno tem atraido a atengéo de diversos
pesquisadores para suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias, que se
apresentam superiores ao resveratrol (PIOTROWSKA et al., 2012; CHOO et al.,
2014).

Na pesquisa realizada por Santos et al. (2017), observou-se que os frutos
de B. cydoniifolia apresentaram maior quantidade de trans-piceatanol que
algumas variedades de uvas (VINCENZI et al., 2013), normalmente conhecidas
por acumular esses compostos. Também identificaram o resveratrol, sendo a
primeira descricdo da presenca desse composto no género Byrsonima, e
encontraram derivados do acido galico-quinico e flavonoides.

HO 4 OH

Figura 5. Estrutura quimica do piceatanol
Fonte: Kukreja et al. (2014)

Essa caracterizacdo do fruto confirma a presenca de atividades anti-
inflamatoria e anti-hiperalgésica da canjiqueira. Li et al. (2013) mostraram que
existe uma correlacdo positiva entre atividade antioxidante e teor de fenol nas
plantas. Portanto, o fruto da B. cydoniifolia pode ser eficaz no tratamento da

inflamacgé&o e tem potencial para ser usado como nutracéutico, ainda que estudos
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adicionais sejam necessarios para elucidar quais mecanismos e mediadores

estao envolvidos nos efeitos observados (SANTOS et al., 2017).

2.3. Perfil metabodlico nareproducao da fémea

O sucesso da reproducdo depende da liberagdo de um odcito preparado
para o processo de fertilizagdo e subsequente desenvolvimento do embrido e
feto, mas, para que isso ocorra, a capacitacdo deste odcito depende de um
crescimento gradual e coordenado, com sua maturacdo associada a de suas
células sométicas adjacentes, no foliculo ovariano (DUNNING et al., 2014).
Estes foliculos crescem desde seu estagio primordial, no qual o odécito é cercado
por uma Unica camada de células da granulosa, até o estagio pré-ovulatério, com
um antro repleto de fluido que acumula reservas de nutrientes, RNAm, proteinas,
carboidratos, aminoéacidos, lipidios, fatores de crescimento e organelas, em
especial, grandes quantidades de mitocondrias, essenciais a sua sobrevivéncia
(SUTTON et al., 2003; DUNNING et al., 2014). Esse fluido se forma tanto pela
difusdo de moléculas provenientes de capilares presentes na camada da teca,
como, também, pela producao local das células adjacentes ao foliculo (VAN
MONTFOORT et al., 2014).

Esses processos de maturacdo do oocito e proliferagcdo celular
consomem muita energia, e requerem a geracao de ATP a partir de estoques de
energia celular. Niveis adequados de ATP intracelular sdo necessarios para um
otimo desenvolvimento oocitario (VAN BLERKOM et al., 1995) e, portanto, o
fornecimento de substrato energético através do fluido folicular e do complexo
cumulus-oécito - CCO, certamente, contribuird para a qualidade desse 0d0cito
(DUNNING et al., 2014).

Os lipidos intracelulares apresentam-se como uma fonte de energia
enddégena em potencial para os odécitos. Evidéncias demonstram que os lipidios
sdo importantes para a maturacdo do oocito e o desenvolvimento embrionario
inicial, especialmente em animais de producdo (LEESE, 2012). Em bovinos e
suinos, os odcitos consomem triglicerideos (FERGUSON E LEESE, 1999;
STURMEY E LEESE, 2003; SELI et al., 2014), ao passo que, em camundongos,
0s odcitos regulam positivamente a expressdo de enzimas necessarias para a
B-oxidacdo durante sua maturacdo (DUNNING et al., 2010; SELI et al., 2014). A

B-oxidagdo, que ocorre na matriz mitocondrial, é responsavel pelo catabolismo
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dos &cidos graxos de cadeia longa para produzir ATP (DUNNING et al., 2014).
Observou-se que a ablacdo do Acox1, gene responsavel pela B-oxidagéo, levou
a esterilidade fémeas de camundongos e, ainda, foi associada a ovarios menores
(FAN et al., 1996); entretanto, o mecanismo fisiol6gico que liga o Acoxl a
esterilidade feminina, ainda nao foi completamente esclarecido (DUNNING et al.,
2014).

O colesterol é um lipidio esteréide essencial para o desenvolvimento de
mamiferos, uma vez que sua presenca determina a fluidez da membrana, sendo
necessario em células em proliferacédo para a sintese de membrana (WILLNOW
et al., 2007; WOOLLETT, 2008). O colesterol também atua como precursor de
horménios esterdides, fundamentais para a maturacdo folicular ovariana; por
isso, quantidades substanciais desse esterdide precisam ser transportadas para
as ceélulas foliculares ou sintetizadas localmente pelas células da teca e da
granulosa (VAN MONFOORT et al., 2014).

Por ser praticamente insolivel em agua, seu transporte atravées da fase
aquosa do sangue ou de fluidos corporais, € realizado por um sistema
especializado de lipoproteinas, as lipoproteinas de alta densidade - HDL,
lipoproteinas de baixa densidade - LDL e lipoproteinas de densidade muito baixa
- VLDL (SIMPSON et al., 1980; PERRET et al., 1985; VOLPE et al., 1991,
JASPARD et al., 1997; ANNEMA E TIETGE, 2012; DUNNING et al., 2014).

O figado desempenha papel central no metabolismo sistémico dessas
lipoproteinas, uma vez que o colesterol presente nos hepatdcitos é derivado da
dieta e sintetizado no figado em particulas de VLDL secretadas na corrente
sanguinea (DIKKERS E TIETGE, 2010; ANNEMA E TIETGE, 2012). O VLDL
contém, como componentes principais, a apolipoproteina B - apo B e
trigliceridios (SHELNESS E LEDFORD, 2005). A hidrélise do trigliceridio pela
acao dalipoproteina lipase, o remodela para LDL, uma lipoproteina menor e mais
densa, sendo que esta é encontrada dentro de praticamente todas as células do
organismo, através da mediacdo de receptores (DALLINGA-THIE et al., 2010).

Além dos hepatdcitos, os enterécitos também séo capazes de sintetizar e
secretar lipoproteinas contendo apo B (PAN E HUSSAIN, 2012). Outros érgaos
como coracao, placenta e ovario, também possuem essa capacidade (BOREN
et al., 1998; GAUTIER et al., 2010; HUSSAIN et al., 2012).



39

Na via reversa do transporte do colesterol, este € efluido por moléculas
transportadoras especificas, as HDLs, que sdo consideravelmente menores e
mais heterogéneas que as VLDLs e LDLs, e sintetizadas, principalmente, por
hepatécitos (cerca de 70%) e enterécitos (30%) (ANNEMA E TIETGE, 2012;
TRIOLO et al., 2013). As HDLs transportam o colesterol de volta para o figado,
onde, apls a captacao mediada pelo seu receptor, pode ser armazenado ou
secretado diretamente na bile ou metabolicamente convertido em acidos biliares
(DIKKERS E TIETGE, 2010; ANNEMA E TIETGE, 2012).

No foliculo ovariano, o colesterol, sob o controle do hormdnio
luteinizante - LH, é convertido em androstenediona que, por sua vez, é
convertida em estrogénio, sob a acédo do FSH, essencial para prevenir a atresia
folicular (ERICKSON E SCHREIBER, 2001).

Apoés a ovulacao, as células da granulosa e da teca se diferenciam em
células luteinizadas no corpo luteo e, novamente, o colesterol € necessario para
a producao de progesterona, fundamental para a manutencéo da gestacao inicial
(CHRISTENSON E DEVOTO, 2003).

As HDLs e LDLs fornecem colesterol para esteroidogénese através de
varios mecanismos, como a absorcao seletiva, endocitose de colesterol mediada
por receptor, utilizacdo de colesterol da membrana plasmatica e utilizacdo a
partir de goticulas lipidicas intracelulares (FUJIMOTO et al., 2010; HUGHES et
al., 2011). A HDL também fornece nutrientes lipidicos as células do cumulus e
aos o0citos para a sintese da membrana e para outros processos essenciais a
maturacdo do odcito (ROTHBLAT et al., 1999). Dessa forma, qualquer
anormalidade no metabolismo da HDL que afete sua estrutura, composicéo e
funcado, pode comprometer a fertilidade feminina (MIETTINEN et al., 2001).

Os triacilgliceréis e acidos graxos estdo presentes no fluido folicular de
numerosas espécies, e ha um crescente interesse em entender como esses
substratos sdo utilizados por células somaticas ovarianas e o00citos para
producédo de energia (SIMPSON et al., 1980; PERRET et al., 1985; VOLPE et
al., 1991; JASPARD et al., 1997; DUNNING et al., 2014).

A composicao do fluido folicular apresenta grande relevancia na fisiologia
dos ovarios, uma vez que estdo presentes secrecfes das células granulosas,

tecais e de constituintes do plasma que atravessam a barreira folicular e,
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quaisquer alteracdes nesses componentes, refletem-se no fluido (ZACHUT et
al., 2008; ATANASOV et al., 2016).

Ainda ndo h& um consenso se a dieta influencia diretamente o
metabolismo do colesterol nos foliculos ovarianos. Sabe-se que 0s niveis de
alguns parametros lipidicos, como o colesterol e HDL no soro, correlacionam-se
com niveis encontrados no fluido folicular, mesmo que em concentra¢cdes muito
menores, afetando a fertilidade feminina (VALCKX et al., 2012). Por outro lado,
os niveis de VLDL no fluido folicular ndo se correlacionam aos niveis séricos, e
acredita-se que as células foliculares sintetizam e regulam a secrecao de VLDL
no fluido, indicando que, dentro do ovério, ha um microambiente autorregulado
do metabolismo dessa lipoproteina (GAUTIER et al., 2010).

Estudos recentes mostram uma associa¢ao entre a dieta pré-concepcao
e 0 sucesso na fertilizagéo in vitro - FIV, sendo que a adesdo a uma alimentacéo
rica em vegetais, frutas e Odleos insaturados, conhecida como “Dieta do
Mediterraneo” aumentou a probabilidade de gestacdo em mulheres apoés a FIV
(VUJIKOVIC et al., 2010; TWIGT et al., 2012). Da mesma forma, em ratos, foi
demonstrado que os estagios pré- e pés-natal sdo periodos sensiveis para a
programacao nutricional, e a proteina dietética durante a gestacao ou lactacéo
afetou as concentracOes plasmaticas de colesterol e triacilglicerois na prole
(OZANNE et al., 2004).

Os od6citos armazenam grandes quantidades de lipidios e, durante a
maturacdo oocitaria, esses depositos intracelulares lipidicos passam por
intensas mudancas, a exemplo do que ocorre no odécito suino, no qual as
goticulas lipidicas sofrem uma acentuada distribuicdo periférica apés a
maturacao in vitro (STURMEY et al., 2006), ou em bovinos, em que 0s 00citos
exibem um pequeno, mas significativo aumento no nimero de goticulas lipidicas
(AARDEMA et al., 2011). Em odcitos de ratos, as goticulas lipidicas exibem uma
reorganizacao estrutural, agregando-se centralmente durante a maturacao in
vitro (YANG et al., 2010) e in vivo (WOOD et al., 2008; WU et al., 2010).

Assim, existe uma extensa informacdo sobre a prevaléncia de
lipoproteinas, triacilglicerdis e acidos graxos no fluido folicular; porém, ndo esta
claro até que ponto o metabolismo desses lipidios no liquido folicular fornece
ATP para as células do cumulus e/ou odcito. Por outro lado, alguns autores

relataram que a composicao de &cidos graxos no fluido folicular difere da que
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ocorre no plasma e que, no caso do foliculo, depende, principalmente, da
atividade estrogénica (RENAVILLE et al., 2010; ATANASOV et al., 2016). De
fato, estudos demonstraram que os foliculos possuem seu proprio metabolismo
e composicao lipidica, néo refletindo, necessariamente, a composicao
plasmatica (BENDER et al., 2010; ATANASOV et al., 2016). E provavel que
alteracbes nos niveis de &cidos graxos celulares causem modificacdes nas
membranas que influenciam sua fluidez, e que a exposicdo excessiva a gordura
saturada dietética possa estar associada ao dano mitocondrial nos odcitos,
contribuindo, dessa forma, para a indugéo do estresse oxidativo (IGOSHEVA et
al., 2010) e estresse do reticulo endoplasmatico (WU et al., 2012). Entretanto, é
importante ressaltar que nenhum estudo, até 0 momento, comprovou correlacao
de quaisquer acidos graxos especificos do fluido folicular com resultados na
fertilidade feminina (DUNNING et al., 2014).

Também é provavel que as células do cumulus influenciem diretamente
nos niveis de triacilglicerol e/ou deposicdo de &acidos graxos no odcito,
semelhante ao que ocorre com o colesterol (SU et al., 2008). Para corroborar
essa informacao, observou-se que a maturacédo in vitro de odcitos bovinos na
auséncia de células do cumulus, resultou em uma diminuicdo intracelular no
armazenamento de lipidios (AUCLAIR et al., 2013), sugerindo que, na auséncia
de metabdlitos fornecidos pelas células do cumulus, o o4cito apresentou menor
capacidade de armazenamento lipidico (DUNNING et al., 2014).

Estudos in vitro em varias espécies e utilizando diferentes metodologias,
mostraram que o perfil lipidico dos odécitos € dinamico e pode ser influenciado
pelo ambiente externo (FERGUSON E LEESE, 1999; KIM et al., 2001; ADAMIAK
et al., 2005; AARDEMA et al., 2011). Os lipidios armazenados no odcito e no
embrido, em sua fase inicial, representam uma importante fonte de energia para
a sobrevivéncia deste (STURMEY et al., 2009; McCKEEGAN E STURMEY, 2012).
No entanto, a atuacdo destes lipidios enddgenos no desenvolvimento
embrionario tem sido escassamente estudada, e pouco se sabe sobre o
metabolismo lipidico em embrides (SELI et al., 2014). A maioria dos dados
disponiveis sobre lipidios durante o desenvolvimento embrionario esta
relacionada a sua importancia apés a implantacdo (WOOLLETT, 2008; SELI et
al., 2014). Observou-se gue ainibicdo da biossintese do colesterol é teratogénica

e causou anormalidades cerebrais na prole de ratos na fase embrionéaria (SELI
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etal., 2014). Além disso, os lipidios séo necessérios para a sintese de horménios
esterdides e desempenham importantes papéis no desenvolvimento do cérebro
e em vias de sinalizacdo cerebrais (WILLNOW et al., 2007; SELI et al., 2014),
gue séo fundamentais em uma variedade de processos como embriogénese,
homeostasia de tecidos adultos, restauracdo em processos inflamatoérios
cronicos e carcinogénese (YOSHIMOTO, 2011).

Portanto, o ajuste metabdlico é crucial para o desenvolvimento
adequado do feto. Diversas biomoléculas, incluindo acidos graxos, colesterol e
horménios, sdo necessérias para manter o equilibrio adequado durante a
gestacéo, e qualquer anormalidade ou deficiéncia pode comprometer seriamente
o desenvolvimento fetal (ZENG et al., 2017).

2.4. Programacéao fetal

A programacgédo fetal ocorre a partir de um estimulo nutricional ou
estressor durante o desenvolvimento intrauterino, resultando em respostas
adaptativas do feto, que podem desencadear consequéncias anatomicas,
metabolicas e fisiologicas permanentes (BARKER, 1998; GODFREY, 2002;
SUGDEN & HOLNESS, 2002; CHANG et al., 2008).

O epidemiologista britanico David Barker foi quem primeiro estabeleceu
a hipotese, conhecida como "Hipotese de Barker”, em que tais mudancas
programadas durante o periodo pré-natal predispdem o feto a certos problemas
ou doencas pos-natais (BARKER, 1998), sendo que esse periodo susceptivel
coincide com o tempo de diferenciacao celular rapida do embrido (KWON E KIM,
2017). Portanto, um estimulo ou deficiéncia que ocorre em um ponto crucial no
desenvolvimento intrauterino, pode sustentar ou desencadear alteracées ou
enfermidades na fase adulta do individuo (EVANS et al., 2016; KWON E KIM,
2017).

A expressao génica do individuo pode ser afetada pela programacéao
fetal de diversas formas, alterando desde funcdes bioldégicas moleculares, tais
como a densidade ou sensibilidade das células receptoras, até induzindo
modificacbes hormonais permanentes ou, mesmo, alteracdes no metabolismo
ou em resposta a estressores fisiologicos (CUNNINGHAM & CAMERON, 2003).
Estas mudancas na impressao génica incluem alteracdes na metilacdo do DNA
ou na remodelacdo da cromatina, modificagdes celulares na densidade do

receptor ou colapso metabdlico de mensageiros, variagbes estruturais dos
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orgaos (volume e composicao tecidual) e reinicializacdo do sistema de eixos
hormonais (CUNNINGHAM & CAMERON, 2003; EVANS et al., 2016).

Estudos experimentais avaliando aspectos nutricionais maternos
sugerem que as adaptacdes fetais ocorrem, comumente, em resposta a falha no
fornecimento de nutrientes do sistema materno-placentario para atender as
necessidades do feto (GODFREY, 2002). A composicéo corporal materna e a
dieta influenciam o fornecimento de nutrientes através de efeitos diretos sobre a
disponibilidade de substrato para o feto e, indiretamente, através de mudancas
na funcdo e estrutura placentaria. Os mecanismos envolvidos nos efeitos
placentarios sobre a programacao fetal incluem alteracdes no crescimento
placentario e resisténcia vascular, metabolismo alterado de nutrientes e
hormonios na placenta e alteragdes na transferéncia nutricional e fracionamento
entre mae, placenta e feto (GODFREY et al., 1999).

A nutricdo fornecida através da placenta € extremamente importante
para o crescimento fetal, pois permite que este atinja seu potencial de
crescimento determinado pelo genotipo (EVANS et al.,, 2016; KWON E KIM,
2017).

A placenta é fonte de muitos peptideos e horménios secretados para a
circulacdo materna e fetal (MYATT, 2006), além de fornecer uma interface
imunologica entre mae e feto (REYNOLDS et al., 2005c). Atua regulando o
transporte de nutrientes da mae para o feto, sendo fundamental para o
desenvolvimento normal do feto, além de desempenhar um papel ativo na
programacao fetal no utero, podendo influenciar no surgimento de doencas na
idade adulta (REYNOLDS et al., 2005a; REYNOLDS et al., 2005b; KWON E KIM,
2017).

Muitas anormalidades estruturais placentarias, principalmente
relacionadas aos leitos vasculares placentarios e angiogénese, tém sido
associadas a desnutricdo materna (REYNOLDS et al., 2005a; MYATT, 2006;
JANSSON E POWELL, 2007). No entanto, os mecanismos e adaptacbes
placentarias subjacentes, em gestacfes complicadas, que sdo causados pela
subnutricdo materna, permanecem, em grande parte, desconhecidos (LIU et al.,
2018).

Investigando o efeito da desnutricAo materna sobre o crescimento,

desenvolvimento e estado antioxidante de subtipos de placentoma ovino durante
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o final da gestacdo, Liu et al. (2018) concluiram que o crescimento e o
desenvolvimento dos placentomas de fémeas sob restricdo alimentar no terco
final da gestacao, foi alterado. Observaram, ainda, pesos placentéarios e fetais
reduzidos e a diminuicéo da razéo de peso feto/placenta, corroborando o fato de
gue o crescimento placentario precede o fetal, e seu desenvolvimento é crucial
para o desenvolvimento ideal do feto.

A placenta desempenha suas fun¢des de modo gradual, em uma série de
estagios de desenvolvimento gestacionais programados; porém, esta divisao
sequencial pode provocar um crescimento anormal de vasos placentarios ou
trofoblastos, e, esse dano gerado, pode levar a hipéxia e a nutricdo materna
deficiente para o feto (KREBS et al., 1996). Consequentemente, de forma
responsiva, a placenta muda sua atividade e expresséo de transportadores para
manter o crescimento fetal, resultando na regulacéo epigenética (JANSSON et
al., 2002) ou na expressao génica placentaria (MYATT, 2006).

Durante o desenvolvimento embrionario, a hipoxia normalmente é
fisiologica e o tecido placentario comumente se situa num ambiente
relativamente hipoxico (GENBACEV et al., 1997). A atividade metabdlica da
mitocondria placentaria causa estresse oxidativo mesmo em uma gestacéo
normal, sendo intensificada pelo crescimento intrauterino retardado, pela
diabetes e pré-eclampsia (GIUGLIANO et al., 1996).

Assim, a hipoxia e o0 estresse oxidativo modificam o desenvolvimento
placentario e, essas alteracdes, associadas a funcdo placentaria prejudicada,
podem ser um dos mecanismos ocultos da programacao fetal (MYATT, 2006).

A salde reprodutiva dos animais na vida adulta também pode ser
afetada por diversas influéncias ambientais, que atuam em diferentes estagios
de desenvolvimento embriondrio, e sdo mediadas por alteracdes no eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal. Dados experimentais em humanos e animais
de laboratério indicam que varios distarbios reprodutivos séo influenciados por
fatores intrauterinos e exposi¢cdes pos-natais precoces (DAVIES E NORMAN,
2002). Em bovinos, a restricdo nutricional no inicio da gestacdo resulta em
descendentes mais pesados em idades mais jovens, proporcionando maiores
lucros financeiros, mas ndo necessariamente garantindo a salde e a capacidade

reprodutiva, em longo prazo, do animal (RHIND et al., 2001).



45

Em ovinos, o cortisol fetal tem um papel importante na indugéo do parto
(LIGGINS, 1968, 1969). No entanto, independente dos efeitos no parto, os
glicocorticoides fetais s&o cruciais para a maturacédo da estrutura e funcao do
pulméo (SURBEK et al., 2012), intestino (TRAHAIR E SANGILD, 1997) e sistema
enddcrino (THOMAS et al., 1978; FRANKO et al., 2007).

Estudos experimentais em algumas espécies animais mostraram que a
exposicdo a glicocorticoides em estagio inicial de desenvolvimento, impacta
negativamente o desenvolvimento sexual feminino e sua fungéo reprodutiva
(ZAMBRANO et al., 2014).

Como ja visto, a nutricdo € um dos principais fatores ambientais
envolvidos na programacao fetal em humanos e outras espécies animais nos
diversos estagios de desenvolvimento. Abordagens experimentais utilizaram
uma variedade de desafios nutricionais, incluindo restricio nutricional
hipocaldrica (HAWKINS et al., 2001), isocalorica, restricao proteica (CLARKE et
al., 1977; LANGLEY-EVANS et al., 1996a, 1996b; BERTRAM et al., 2001,
ZAMBRANO et al., 2005, 2006; ZAMBRANO, 2009; TORRES et al., 2010;
MORIMOTO et al., 2012) e supernutricdo hipercalérica (RODRIGUEZ et al.,
2012; VICKERS et al., 2000; ZAMBRANO et al., 2010). Nesses estudos, se
demonstrou que a nutricdo desempenha um papel fundamental na programacéo
da capacidade reprodutiva da descendéncia.

Em modelos animais, a desnutricdo materna hipocaldrica produziu
danos oxidativos do DNA em odcitos ovinos fetais (MURDOCH et al., 2003),
atrasou o inicio da puberdade na prole de ratos (LEONHARDT et al., 2002), e
reduziu a fertilidade em ovinos (GUNN E DONEY, 1973; GUNN et al., 1995),
bem como induziu a alteracdes foliculares e neuroenddécrinas (BORWICK et al.,
1997; LEONHARDT et al., 2002; RAE et al., 2001) em fémeas dessa mesma
espécie. A restricdo hipocaldrica materna também predispde ao retardamento do
crescimento testicular e induz a uma drastica reducao da leptina plasmatica e
massa gorda da prole masculina de ratos ao desmame, atrasando a puberdade
(LEONHARDT et al., 2003).

Fémeas de ratos alimentadas com uma dieta rica em gordura durante a
gestacdo e periodo lactacional, geraram uma prole feminina que apresentou
maturacao sexual precoce e fase proéstrica mais longa (CONNOR et al., 2012;
SLOBODA et al., 2009).
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Assim, tanto a desnutricdo como a supernutricdo materna impactam
negativamente no desenvolvimento sexual dos filhos, atuando por diferentes
mecanismos e contribuindo para o surgimento de alguns resultados reprodutivos
adversos, que podem conduzir a um envelhecimento precoce, provavelmente
refletido no esgotamento das reservas gonadais que deveriam ser adequadas
para manter a fertilidade durante toda a vida reprodutiva animal (ZAMBRANO et
al., 2014).

A programacao fetal pode predispor certas enfermidades na idade
adulta; entretanto, a compreensao exata dos mecanismos que desencadeiam
esse processo ainda néao foi completamente elucidada (KNOW E KIM, 2017).
Sabe-se que o crescimento placentario e fetal sdo mais vulneraveis ao estado
nutricional durante o periodo de peri-implantacdo e rapido crescimento
placentario; portanto, evitar ou minimizar efeitos negativos da desnutricdo ou
supernutricdo nessa fase, além de garantir um ambiente intrauterino favoravel
ao feto, reduzira, substancialmente, o risco de doencas crénicas na idade adulta
(WU et al., 2004; KNOW E KIM, 2017).
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RESUMO

Buscou-se determinar se o resveratrol melhora o desempenho reprodutivo de
fémeas gestantes (fémeas FO) mediando liberagéo de citocinas (interleucinas —
IL-6, -10, -12, interferon — IFN-Y, proteina quimioatrativa de mondcitos — MCP-
1 e fator de necrose tumoral alfa — TNF- a), como também a prolificidade,
através da mensuracao do nimero e sexo das ninhadas e peso dos filhotes ao
nascimento, 21 e 60 dias de idade. Utilizou-se 15 fémeas de camundongo
SWISS com 40 dias de idade, que receberam o antioxidante ou solugcao salina
por gavagem até aos 84 de idade, correspondendo ao momento do parto,
guando fez-se a contagem dos filhotes, verificacdo do sexo e pesagem
individual. A colheita de sangue, pelo plexo retro-orbital, para obtencéo de soro
e mensuracao de citocinas, foi realizada aos 40 dias de idade (momento preé-
suplementacdo) e apdés o desmame da ninhada, pela veia cava posterior
(momento pos-suplementacdo). No momento pré-suplementacdo, o TNF-a
mostrou-se mais elevado no grupo controle em relagdo aos grupos tratados
com resveratrol (RV5 e RV10), ainda que nao tenha variado no momento pés-
suplementacao. Os valores de IL-6, IL-12, IL-10, IFN-y e MCP-1 nao diferiram
entre momentos ou entre grupos avaliados. Também nao houve diferenca no
namero e sexo dos filhotes na comparacédo entre grupos. O peso dos filhotes
mostrou-se maior na avaliacdo aos 60 dias de idade para o grupo RV5 com
relacdo aos grupos controle e RV10, sugerindo que a suplementacédo das maes
com resveratrol durante a gestacdo pode influenciar positivamente no peso da

prole na fase adulta.
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INTRODUCAO

As citocinas sdo moléculas imunoregulatorias responsaveis por determinar a
natureza da resposta imune (Mahdi 2011). O equilibrio na liberacao de citocinas
no trato reprodutivo é regulado de forma sistémica e local, relacionada aos
parametros maternos e aos fatores ambientais, com consequéncias na
implantacéo e desenvolvimento do embrido (Robertson et al. 2017). Algumas
alteracoes reprodutivas podem ser imunologicamente mediadas (Mahdi 2011).
As citocinas maternas emergem como determinantes da implantacdo e
sobrevivéncia embrionéria, e influenciam, de forma positiva ou negativa, o
desenvolvimento pos-embrionario (O’Neill 2008, Robertson et al. 2015), sendo
algumas pro-inflamatorias (interferon— y'e fator de necrose tumoral-a) e outras
anti-inflamatoérias (interleucinas 1L-8, IL-10), com o equilibrio entre elas
mostrando-se importante para o sucesso reprodutivo (Mahdi 2011).

A expressao de citocinas proé-inflamatorias no Utero € necessaria para a
receptividade e sucesso da implantacéo do blastocisto (Dekel et al. 2014). Por
outro lado, citocinas anti-inflamatérias como a IL-10, desempenham importante
papel no crescimento e remodelacdo placentaria (Roberts et al., 2003) e
apresentam efeitos protetores em partos prematuros, abortos espontaneos e
pré-eclampsia (Chatterjee et al. 2014).

O resveratrol (3,5,4'-trinidroxiestilbeno) € uma fitoalexina pertencente a familia
estilbeno, sendo considerado o composto fendlico de maior eficacia biolégica
(Frémont 2000). Esse polifenol € um nutracéutico que tem atraido atencéo de
diferentes pesquisadores, devido ao seu potencial farmacolégico para o
tratamento de diferentes enfermidades (Berman et al. 2017). Exibe atividade
antioxidante, modula a resposta inflamatéria e possui efeito fitoestrogénico,

agindo sobre o ovario, retardando seu envelhecimento e, dessa forma,
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contribuindo de maneira positiva na eficiéncia reprodutiva de fémeas (Liu et al.
2013).
A ingestdo materna de resveratrol durante a gestacdo acarreta beneficios a
méae e a prole gerada e, embora 0os mecanismos envolvidos nestes efeitos ainda
nao estejam completamente elucidados, acredita-se que a programacdo do
desenvolvimento fetal possa ser um dos mecanismos que explique a relagéo
entre nutricdo e consumo de antioxidantes maternos e a saude metabolica da
prole (Costa-Silva et al. 2016).
O objetivo deste estudo foi avaliar se o consumo de resveratrol em fémeas de
camundongos SWISS, desde o inicio da vida reprodutiva até o final do periodo
gestacional, influencia na liberacdo de citocinas e na prolificidade dessas
fémeas, por meio da mensuragdo do numero de filhotes e sexo da ninhada,
bem como no peso dos filhotes ao nascimento, desmame e 60 dias de idade.
MATERIAIS E METODOS
Animais

Os animais da espécie Mus musculus, linhagem SWISS, de padréo
sanitario convencional, foram obtidos do Biotério Central do Instituto de
Biociéncias da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (UFMS), mantidos
em fotoperiodo de claro e escuro (£12 horas), sob controle de temperatura (21°C
+ 2°C) e umidade (60%), e alojados em gaiolas individuais com acesso ad libitum
a agua e racdo comercial padrédo, com a seguinte composicao basica: Umidade
125 g/kg; Proteina Bruta 220 g/kg; Extrato Etéreo 4 g/kg; Matéria Mineral 90 g/kg;
Fibra Bruta 70 g/kg; Calcio 10-14 g/kg; Fosforo 8.000 mg/kg. O experimento foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal
de Mato Grosso do Sul (CEUA-UFMS) sob protocolo numero 831/2016.

Substancia antioxidante
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A substancia antioxidante resveratrol (3,4,5-trihidroxi-trans-estilbeno) foi obtida
do laboratério Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Delineamento Experimental

Utilizou-se 15 fémeas (FO) de camundongos SWISS, com 40 dias de idade,
distribuidas aleatoriamente em trés grupos, 0S quais receberam,
respectivamente, 5 mg/kg (grupo RV5) e 10 mg/kg de resveratrol (grupo RV10),
dissolvidas em 0,2 mL de agua, e solucdo salina no grupo controle (C),
administradas por meio de gavagem, uma vez ao dia, dos 40 aos 84 dias de
idade (momentos pré e pos-suplementacao, respectivamente). As doses dos
tratamentos com resveratrol (5 e 10 mg/kg) basearam-se em estudos prévios
com o antioxidante (Ara et al. 2005, Ozcan et al. 2015, Sharma et al. 2017).
Durante o experimento, por motivos alheios ao estudo, houve oObito de uma
fémea FO em cada grupo; portanto, considerou-se o n=4/grupo para analise das
concentragcfes de citocinas, e n=5/grupo para analise do numero de filhotes,
sexo das ninhadas e pesos dos filhotes, ao nascimento, aos 21 (desmame) e
aos 60 dias de idade.

Acasalamento

Aos 60 dias de idade, as fémeas FO foram alojadas em gaiolas com maravalha
utilizadas anteriormente pelos machos para a indugéo do estro, conhecido como
efeito Whitten (Whitten 1958), no qual o odor do feroménio masculino influencia
e modifica o comportamento sexual das fémeas de roedores (Braga 2017). Para
0 acasalamento utilizaram-se machos higidos, descendentes de pais com
comprovada fertilidade, na propor¢cdo de duas fémeas e um macho (2:1). As
fémeas foram observadas diariamente para verificacdo de tampao vaginal
(Figura 6) e confirmacao da copula, sendo este considerado o dia 1 de gestacao.

Apés a confirmagéo do tampéo, foram separadas de seus pares, permanecendo
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em gaiolas individuais e acompanhadas diariamente até o parto. No primeiro dia
apos 0 nascimento, contou-se o numero de filhotes nascidos e o sexo da prole
gerada, e pesaram-se os filhotes individualmente. Aos 21 e 60 dias de idade,
fez-se nova pesagem dos filhotes, para mensurar o ganho de peso da ninhada
(Figura 7).

Colheita de materiais biolégicos

No momento pré-suplementacdo (40 dias de idade) as fémeas FO tiveram o
sangue colhido por meio de punc¢éo do plexo retro-orbital, visando a obtencéo de
soro para mensuracao das citocinas (interleucina - IL-6, -10, -12, interferon - IFN-
Yy, proteina quimioatrativa de monadcitos - MCP-1 e fator de necrose tumoral —
TNF-a), por citometria de fluxo com kits comerciais - CBA (cytometric beads
array - BD), lidas no canal FL3 do citdmetro de fluxo FACScalibur (BD), com
resultados gerados em gréficos e tabelas, utilizando-se o software CellQuest
(BD). Imediatamente apdés o desmame da ninhada, as fémeas FO foram
submetidas a eutanasia para colheita de sangue e obtencéo de soro, visando
mensuracdo das mesmas citocinas, no momento pos-suplementacao (84 dias
de idade).

Analise Estatisitica

A comparacao entre grupos experimentais, em relacdo aos niveis plasmaticos
de citocinas e ganho médio diario de peso das fémeas FO, tamanho e sexo da
prole e ganho de peso dos filhotes, foi realizada com programa estatistico
SigmaPlot, versao 12.0, por meio do teste ANOVA de uma via, seguido pelo pos-
teste de Tukey, quando necessario, considerando-se um nivel de significancia
de 5%. Ja a comparacao entre os momentos inicial e final em relacédo aos niveis

de citocinas, realizou-se por meio do teste t-student pareado (Rowe 2007).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao avaliarem-se as concentracdes de citocinas nos momentos pré- e poés-
suplementacao, as IL-6, -10 e -12, o IFN- y e a MCP-1 nao apresentaram
alteracdes entre eles ou entre grupos. Ja o TNF-o mostrou-se mais elevado no
momento pré-suplementacdo no grupo controle em relacdo aos dois grupos
tratados com resveratrol, ainda que ndo tenha variado no momento pos-
suplementacdo ou dentro de cada grupo experimental, como apresentado na
Tabela 1.

O TNF-a é conhecido como um importante mediador da ovulagéo, ao agir sobre
a diminuicdo do numero de odcitos liberados e na remodelagdo dos tecidos
ovarianos, induzindo a morte, por apoptose e autofagia, de células da granulosa
de foliculos ndo rompidos (Yamamoto et al. 2015). Além disso, também é um
regulador-chave da massa de tecido adiposo, sendo produzido por este tecido,
e controlando negativamente a lipogénese e, positivamente, a lipolise (Warne
2003). Apesar do valor de TNF-a ter sido maior no grupo controle em relacao
aos demais grupos no momento pré-suplementacdo, este ndo se manteve no
periodo pos-suplementacéao, refletindo, provavelmente, uma diferenca individual
das fémeas que ainda ndo estavam sendo suplementadas, pois, ap0s o
tratamento, essa diferenca ndo ocorreu e nado se observou distincdo nos
tamanhos das ninhadas produzidas pelo grupo controle em comparacao aquelas
nascidas das fémeas suplementadas.

Os descendentes das maes suplementadas com resveratrol (RV5 e RV10) e do
grupo controle (C) nao diferiram quanto ao numero e sexo dos filhotes (Tabela

2).
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Em mulheres com falhas reprodutivas na fase inicial de gestacdo, os niveis
séricos de IL-10 e IFN- y apresentaram-se elevados (Mahdi 2011), sendo que a
associacao entre IFN- y'e TNF-a pode causar a morte das células luteais por
perda da rede capilar ao corpo luteo (Hojo et al. 2010). Portanto, no presente
estudo, a auséncia de diferenca no numero de filhotes e sexo da ninhada ao
nascimento, indica que as fémeas dos grupos estudados ndo sofreram nenhum
fator estressor durante a gestacao que justificasse alteragdes nos niveis séricos
de citocinas pré-inflamatérias, de forma que pudessem interferir no
desenvolvimento intrauterino de seus descendentes, refletindo-se ao
nascimento, no nimero e sexo desses filhotes.

O resveratrol € um antioxidante natural que possui efeitos protetores contra
dietas inadequadas (Barger et al. 2008; Aguirre et al. 2014; Vega et al. 2016).
Por esse motivo, nao so é capaz de melhorar o estado metabdlico materno, como
também pode afetar indiretamente a prole (Ros et al., 2018), ou, ainda,
apresentar efeitos diretos sobre os filhotes, uma vez que atravessa a placenta
(Bourque et al. 2012). De fato, Poudel et al. (2013) observaram que a
suplementacdo com resveratrol (4 g/kg) na dieta de fémeas gestantes de
camundongos Knockout para a éxido nitrico sintetase (eNOS”) ou catecol-O-
metiltranferase (COMT"), comparadas as fémeas da linhagem C57BL/6J,
resultou em uma elevacao na velocidade do fluxo sanguineo na artéria uterina
das fémeas COMT", o que possibilitou um aumento de ganho de peso dos
filhotes, provavelmente, devido a um melhor aproveitamento dos nutrientes
recebidos, ainda que ndo se tenha observado efeito do antioxidante sobre o
tamanho das ninhadas, assemelhando-se aos resultados obtidos neste estudo.
Resultados similares foram verificados por Roberts et al. (2014), suplementando

fémeas primatas gestantes com resveratrol.
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Ros et al. (2018) encontraram resultados de que o consumo desse antioxidante
durante a gestacao e a lactagéo reduziu o peso corporal, o nivel sérico de leptina
e 0 peso do tecido adiposo visceral e subcutaneo na prole gerada de ratas da
linhagem Wistar, sendo que as fémeas descendentes foram mais afetadas,
indicando um impacto do dimorfismo sexual, fato nao verificado no presente
experimento, com fémeas de camundongos.

O peso dos filhotes, avaliado ao nascimento, desmame e 60 dias de idade,
mostrou-se maior para o grupo RV5 em relagdo ao grupo controle aos 60 dias
de idade, enquanto o grupo RV10 apresentou peso semelhante aos outros
grupos (Figura 8). Isso pode indicar melhor aproveitamento alimentar dos
camundongos nascidos de fémeas FO do grupo RV5, manifestando-se no peso
aos 60 dias de idade, de acordo com Poudel et al. (2013). Sabe-se que o fenotipo
e a funcdo metabdlica da prole dependem de processos genéticos e do ambiente
pré-natal, o qual é influenciado pelas condicbes maternas (Evans et al. 2016). A
suplementacao das fémeas FO com resveratrol, especialmente na dose de 5
mg/kg, pode ter proporcionado melhor equilibrio energético em comparacao as
demais fémeas, que se manifestou na velocidade do ganho de peso dos filhotes
apo6s o desmame.

Bourque et al. (2012), em estudo conduzido com fémeas gestantes de
camundongos submetidas a hipdxia pré-natal, afirmaram que o resveratrol pode
atravessar a placenta e afetar diretamente o feto, o que facilita a modificacéo do
ambiente intrauterino, favorecendo o metabolismo fetal e potencializando o
crescimento pés-natal. Confirmando esta afirmacao, Sun et al. (2012) verificaram
gue o resveratrol foi capaz de alterar o metabolismo materno e modificar o
aproveitamento nutricional intrauterino e pds-natal inicial dos descendentes,

resultados corroborados pelos achados do presente experimento.



80

Neste mesmo sentido, Franco et al. (2016) verificaram que a ingestao materna
de resveratrol (30 mg/kg/dia) diminuiu o peso corporal e a massa gorda na prole
gerada, além de reverter a hiperleptinemia e melhorar a sinalizacdo da leptina
hipotalamica, indicando possiveis efeitos dose-dependentes, com melhores
resultados de ganho de peso, sem caracterizar obesidade, em doses mais
baixas.

No intestino, o resveratrol € absorvido por difusdo ou através da formacao de
complexos com transportadores de membrana, como as integrinas, enquanto
gue na corrente sanguinea, € encontrado sob trés formas diferentes:
glucuronideo, sulfato, ou livre (Delmas et al. 2011). Sua forma livre pode se ligar
a albumina e lipoproteinas, como a LDL (Urpi-Sarda et al. 2005; Delmas et al.
2011). Estes complexos, por sua vez, podem ser dissociados nas membranas
celulares que tém receptores para albumina e LDL, deixando o resveratrol livre
e permitindo sua entrada nas células (Urpi-Sarda et al. 2005), de tal forma que
essas caracteristicas do antioxidante poderiam ter contribuido para seu melhor
aproveitamento pelas fémeas suplementadas com resveratrol (RV5) durante a
gestacao.

E importante considerar que o resveratrol exibe caracteristicas lipofilicas, o que
leva a uma alta absorcdo. No entanto, essa absorcdo pode variar, dependendo
da forma como é consumido e do tipo de alimento ingerido (Vitaglione et al. 2005;
De Vries et al., 2018). A baixa biodisponibilidade do resveratrol administrado pela
via oral, como aconteceu nesse estudo, € um fator que pode reduzir sua eficacia
e, embora estudos in vitro demonstrassem efeitos benéficos do antioxidante nas
células, sabe-se que a sua distribuicdo nos tecidos, a partir dessa via, € muito
baixa (Vitrac et al. 2003; Wenzel e Somoza 2005; Vitaglione et al. 2005; De Vries

et al., 2018). Porém, mesmo apresentando essa baixa biodisponibilidade, o
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resveratrol tem-se apresentado eficaz in vivo. Isto se deve a conversao de
sulfatos e glucuronideos novamente em resveratrol nos 6rgaos-alvo como o
figado (Gambini et al. 2015), além da recirculacdo éntero-hepatica de seus
metabdlitos, seguido de sua desconjugacdo e reabsor¢cdo no intestino delgado
(Marier et al. 2002). Assim, os efeitos in vivo do resveratrol podem ser explicados
pela atividade de seus metabdlitos nos mais diversos tecidos (Gambini et al.
2015).

Isso sugere, nas condi¢des experimentais observadas no estudo, que, mesmo a
ingestdo de pequenas quantidades do antioxidante, pode determinar melhor
metabolismo materno e fetal, refletido na diferenga de peso como um maior
aproveitamento dos nutrientes recebidos, o que pode refletir programacéao fetal
da ninhada (Evans et al. 2016), melhorando seus resultados produtivos e
reprodutivos futuros.

Lager e Powell (2012) investigaram o papel das citocinas na progressao da
gestacdo normal e identificaram que citocinas pro-inflamatoérias, como a IL-6 e 0
TNF-a, desempenham importante papel na regulagdo do transporte de
moléculas através da placenta, a partir da ativacdo do sistema A, responsavel
pelo transporte transplacentario de aminoacidos essenciais e ndo essenciais, e
asseguram que a placenta e seu(s) feto(s) recebam um fornecimento continuo e
direcionado de acidos graxos essenciais para o desenvolvimento placentario no
inicio da gestacéo, e para o acumulo de gordura e metabolismo no terco final
gestacional. Apesar deste estudo nédo ter apresentado alteracdes em IL-6 e TNF-
o N0 momento pos-suplementacdo, a presenca de alteracdes significativas no
peso dos descendentes, no inicio da idade adulta, do grupo RV5, indica um

possivel efeito positivo deste antioxidante sobre a prole. O fato do momento
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escolhido para a mensuracao das citocinas ter ocorrido apenas no desmame da
ninhada e apdés o periodo gestacional, pode corroborar a auséncia de
significancia dos valores mensurados e atuacao do resveratrol sobre a liberacéo
das citocinas avaliadas.

Ainda que o consumo de resveratrol durante a gestacao nao tenha interferido na
liberacdo de citocinas ou no numero e sexo dos filhotes, este polifenol, na
concentracdo de 5 mg/kg, apresentou beneficios ao metabolismo de fémeas e
seus descendentes, como demonstrado pelo melhor peso dos filhotes aos 60
dias de idade; portanto, estudos adicionais para compreender oS mecanismos
subjacentes as acfes deste antioxidante sobre a liberacdo de citocinas poderao
fornecer informacbes Iimportantes para a prevencdo de enfermidades

gestacionais e, assim, garantir um desenvolvimento saudavel para a prole.
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Legenda da Figura 6:

Presenca de tampéao vaginal em fémea de camundongo SWISS.
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Tabela 1. Concentragbes de citocinas (pg/mL) — interleucinas (IL-6, -10, -12),

interferon (IFN-y), proteina quimioatrativa de mondcitos (MCP-1) e fator de

necrose tumoral alfa (TNF-a) — em fémeas (FO) de camundongo SWISS

suplementadas com resveratrol

o Controle!  Resveratrol?> Resveratrol® Valor

Citocinas/momento (C_:) (R\_/5) (R\ilO) de p

(n=4) (n=4) (n=4)

IL-6
Pré-suplementacéo 0,87+0,47 1,24+1,06 0,75%0,33 0,840
Pés-suplementacao 1,20+0,62 3,06+0,83 3,65+2,59 0,728
Valor de p 0,184 0,416 0,287

IL-10
Pré-suplementacao 7,55%3,06 4,42+0,39 5,15+3,17 0,779
Pos-suplementacao 3,09+1,63 7,63£2,90 3,32+1,38 0,255
Valor de p 0,163 0,419 0,669

IL-12
Pré-suplementacao 6,83%4,52 3,37+2,01 9,22+1,73 0,340
Pos-suplementacao 3,49+1,96 8,42+6,11 5,16+4,14 0,778
Valor de p 0,334 0,543 0,403

TNF
Pré-suplementacdo 16,41+1,90a  8,15+0,36b 8,85+1,18b 0,006
PoOs-suplementacdo  13,19+1,46  12,33%1,43 9,46+3,41 0,637
Valor de p 0,431 0,121 0,868

IFN-y
Pré-suplementacao 2,80%0,30 1,38+1,07 2,96+0,98 0,494
Pds-suplementacao 2,67+1,35 2,25+0,55 2,18+0,79 0,927
Valor de p 0,921 0,597 0,661

MCP-1
Pré-suplementacdo  16,31+3,89 12,84+5,22 24,50+11,98 0,704
Pés-suplementacdo  27,22+4,96 60,73+17,94 30,46+23,35 0,537
Valor de p 0,330 0,142 0,821

1 — Controle, sem suplementagéo

2- Suplementadas com 5mg/kg de resveratrol

3- Suplementadas com 10 mg/kg de resveratrol

Dos 40 aos 84 dias de idade (momentos pré e pos-suplementacéo, respectivamente).

Os resultados estéo apresentados em médiaterro padrdo da média. Valor de p no teste ANOVA
de uma via (na comparagdo entre grupos) ou no teste t-student pareado (na comparagéo entre
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momentos). Letras diferentes na linha indicam diferenca significativa entre os grupos
experimentais em relacao ao nivel inicial plasmatico de TNF (pos-teste de Tukey, p<0,05).

Tabela 2. Numero de filhotes e sexo das ninhadas de fémeas (FO0) de

camundongo SWISS suplementadas com resveratrol

Resveratrol? Resveratrol®

Sexo/ Controle (C)! Valor
X . (RV5) (RV10)

Média (n=5) (n=5) (n=5) dep
Machos 23 35 26 -
Media 4.60%0,25 7.00+1,58 520+1.16 0.335
ninhada
Fémeas 34 22 24 -
Média 6.80+0,74 4.40+0,93 4.80+1,59 0.319
ninhada
Total 57 57 50 -

11,40+0,81 11,40+1,69 10,00+1,79 0,752

1 — Controle, sem suplementacdo

2- Suplementadas com 5mg/kg de resveratrol

3- Suplementadas com 10 mg/kg de resveratrol

Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrdo da média. Valor de p no

teste ANOVA de uma via.
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Legenda da Figura 8:

Comparacdo entre as curvas de crescimento das ninhadas de fémeas de
camundongo SWISS suplementadas com resveratrol (5 mg/kg — RV5 e 10 mg/kg
— RV10) e grupo controle (C), em trés momentos: ao nascimento, 21(desmame)

e 60 dias de idade.
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RESUMO

Buscou-se determinar se a suplementacado de fémeas (FO) de camundongo
SWISS com resveratrol ou extrato de frutos de canjiqueira - CJ - (Byrsonima
cydoniifolia A Juss) influenciam nos niveis de colesterol total, lipoproteinas de
alta densidade (HDL) e triglicerideos, na taxa de gestacdo e numero e taxa de
implantacdes embrionarias da prole feminina (F1). Considerou-se, para este
estudo, fémeas (F1) descendentes de fémeas (F0) suplementadas com 5 ou 10
mg/kg de resveratrol ou 150 mg de extrato hidroetandlico de frutos de canjiqueira
(Byrsonima cydoniifolia A Juss), dos 40 aos 84 dias de idade, por gavagem. As
fémeas F1 foram acasaladas aos 60 dias de idade e, oito dias ap0s confirmacéo
da gestacao, submetidas a eutanasia para colheita de materiais bioldgicos — soro
para mensuracéo de colesterol total, triglicerideos e HDL; ovarios e Utero para
contagem do numero de corpos luteos e sitios de implantacéo, respectivamente
e posterior calculo das taxas de gestacdo e implantacdo. As fémeas do grupo
RV10 apresentaram maiores niveis de colesterol total quando comparadas aos
grupos C e CJ, e maiores concentracdes de triglicerideos e HDL com relagcéo ao
grupo CJ. Ao avaliarem-se laminas com cortes histolégicos de Utero das fémeas
F1, o numero de implantacdes diferiu entre grupos, ndo sendo possivel definir
esta diferenca. Entretanto, ao calcularem-se as taxas de gestacao e implantacéo
embrionaria dessas fémeas, confirmou-se o melhor desempenho das F1 do
grupo RV10, que diferiram do grupo C. Em conclusdo, o consumo de extrato de
frutos de canjiqueira por fémeas FO influenciou no perfil lipidico das fémeas F1,
apresentando resultados superiores em comparacdo ao grupo RV10, mas sem
influenciar o desempenho reprodutivo das mesmas. Ja, a suplementacéo das FO

com 10 mg/kg de resveratrol, elevou as concentracbes de colesterol total,
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triglicerideos e HDL, garantindo melhor eficiéncia reprodutiva das F1,
confirmando a eficacia da suplementacdo materna com resveratrol para o

desempenho reprodutivo de suas descendentes.

INTRODUGCAO

O colesterol € uma molécula lipidica precursora metabdlica de acidos biliares e
horménios esteroides, além de ser um componente importante de membranas
plasmaticas, tornando a bicamada lipidica mais rigida, diminuindo, dessa forma,
a permeabilidade, sendo associado, ainda, com o sucesso do desenvolvimento

embrionario (Yoshida e Wada 2005).

Acredita-se que a maior parte do colesterol é sintetizada no feto, principalmente
no figado (Baardman et al. 2013), embora evidéncias apontem que, durante as
primeiras semanas de vida, quando a maioria dos 6rgdos é formada, o feto
depende, em grande parte, do colesterol materno e a placenta tem uma
importante funcdo no transporte desse colesterol da mée para o feto (Woollett
2011, Van Montfoort et al. 2014 ).

Da mesma forma, niveis de lipoproteinas de alta densidade (HDL) estéo
diretamente correlacionados com resultados reprodutivos positivos (Fujimoto et
al. 2010), pois HDL e LDL (lipoproteinas de baixa densidade) sao os principais
carreadores de colesterol para a sintese de progesterona no corpo lateo,
influenciando no estabelecimento e manutencdo da fase inicial da gestacéo
(Baardman et al. 2013).

A sintese dos trigliceridios ocorre nas células da mucosa intestinal, adipécitos,

hepatdcitos, células epiteliais das glandulas mamarias e rins e, uma vez dentro
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das células da mucosa intestinal, os acidos graxos da dieta e os monogliceridios
séo re-esterificados para formar trigliceridios, sendo o controle da sintese de
trigliceridios pelos enterécitos amplamente dependente da disponibilidade de
acidos graxos na dieta (Thrall et al. 2015).

O aumento de triglicerideos no sangue materno € um achado tipico durante a
gestacéo e, embora ndo atravessem diretamente a placenta, podem beneficiar
o feto de varias maneiras. Os triglicerideos maternos representam um depésito
flutuante de energia e sob jejum, sdo eficientemente utilizados pelo figado
materno para sintetizar corpos cetdnicos e poupar glicose para o feto (Herrera
2000). S&o considerados reservatorios de acidos graxos maternos derivados da
dieta, sendo sua captacdo dependente da concentracdo nos alimentos (Ghio et
al. 2011).

O resveratrol (3,5,4'-trihidroxiestilbeno) € uma fitoalexina pertencente a familia
estilbeno, considerado o composto fendlico de maior eficacia biolégica
(Frémont 2000). Esse polifenol € um nutracéutico que tem atraido atencéo de
diferentes pesquisadores, devido ao seu potencial farmacolégico para o
tratamento de diferentes enfermidades (Berman et al. 2017). Exibe atividade
antioxidante, modula resposta inflamatéria e possui efeito fitoestrogénico,
agindo sobre o ovéario, retardando seu envelhecimento e, dessa forma,
contribuindo de maneira positiva na eficiéncia reprodutiva de fémeas (Liu et al.
2013).

A ingestdo materna de resveratrol na gestacdo acarreta beneficios a méae e
seus descendentes e, embora 0s mecanismos envolvidos nestes efeitos ainda
nao estejam completamente elucidados, acredita-se que a programacao do

desenvolvimento fetal possa explicar a relacdo entre nutricdo e consumo de
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antioxidantes maternos e a salude metabdlica dos descendentes (Costa-Silva
et al. 2016).

A espécie Byrsonima cydoniifolia A. Juss (Malpighiaceae), popularmente
conhecida como canjiqueira ou canjicdo, € largamente distribuida na regido do
Pantanal Sul Mato-Grossense e fonte de compostos bioativos como &cidos
fendlicos, acido ascorbico e piceatanol (analogo do resveratrol), com
reconhecidos efeitos sobre a salde metabdlica e reprodutiva, o que pode permitir
a descoberta de uma fonte natural de antioxidantes com potencial para prevenir
ou minimizar efeitos deletérios a reproducdo de fémeas (Prates et al. 2015,
Santos et al. 2017).

O objetivo deste estudo foi avaliar se o consumo de resveratrol (RV) e
canjiqueira (CJ) por fémeas de camundongo SWISS, dos 40 aos 84 dias de
idade, influencia nos niveis de colesterol total, HDL e triglicerideos, na taxa de

gestacédo e numero e taxa de implantacées embrionarias na prole feminina (F1).

MATERIAIS E METODOS

Animais

As fémeas (F1) de camundongo SWISS utilizadas nesse experimento séo
descendentes de maes (FO) suplementadas com resveratrol ou extrato
hidroetandlico de canjiqueira, dos 40 aos 84 dias de idade, obtidas do Biotério
Central do Instituto de Biociéncias da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul (UFMS). Estas fémeas FO, de padréo sanitario convencional, foram mantidas
em estante ventilada, em fotoperiodo de claro e escuro (£12h), sob controle de
temperatura (21°C = 2°C) e umidade (60%), e alojadas em gaiolas individuais

com acesso ad libitum a agua e racdo comercial com a seguinte composicao
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basica: Umidade 125 g/kg; Proteina Bruta 220 g/kg; Extrato Etéreo 4 g/kg;
Matéria Mineral 90 g/kg; Fibra Bruta 70 g/kg; Calcio 10-14 g/kg; Fosforo 8.000
mg/kg. A proposta da utilizagdo de animais em experimento foi aprovada pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Mato Grosso
do Sul (CEUA-UFMS) sob o nimero 831/2016.

Apds o desmame (aos 21 dias de idade), alojaram-se essas fémeas F1 em
gaiolas com quatro individuos, mantidas sob as mesmas condig¢des e local das
fémeas FO, até completarem 60 dias de idade.

Substéancia antioxidante

O resveratrol (3,4,5-trihidroxi-trans-estilbeno) utilizado nas fémeas (FO0) foi obtido
do laboratério Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Obtencdo e preparacao da matéria prima para o extrato de canjiqueira

Os frutos de canjiqueira foram coletados nos arredores da cidade de Coxim, MS
(18°30'24"S, 54°45'36"W), durante os meses de janeiro e fevereiro de 2016, no
periodo de safra, sendo uma exsicata depositada no herbario da UFMS, sob
namero de tombo 59035.

Nos laboratérios de Metabolismo Mineral da Faculdade de Medicina (FAMED) e
da Unidade de Tecnologia de Alimentos e Saude Publica da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Alimentos e Nutricdo da UFMS (UTA-FACFAN-UFMS)
os frutos foram lavados com agua, higienizados com agua sanitaria (150 ppm),
secados ao natural, e pesados em ambiente escuro, para que ndo houvesse
interferéncia da luz no contetdo antioxidante dos frutos.

Utilizaram-se os frutos integralmente, armazenando-0os em ambiente escuro em

freezer (-18°C) até o momento de serem analisados. As amostras foram
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desidratadas em estufa de circulagao (40°C), homogeneizadas e armazenadas
em freezer (-18°C).

Preparacédo do extrato para estudo animal

O extrato de canjiqueira foi preparado com os frutos integrais homogeneizados
e desidratados (Figura 9). Submeteram-se os frutos a percolacdo em solugéo
hidroetandlica (30:70), gotejamento 20 gotas/min, por 72 h e, em seguida,
liofilizou-se em liofilizador industrial para a preservagao dos compostos bioativos
do fruto (Chiu et al. 1970, Lenquiste et al. 2015).

Delineamento Experimental

Utilizaram-se 20 fémeas (FO) de camundongo SWISS, com 40 dias de idade,
distribuidas aleatoriamente em quatro grupos, as quais receberam,
respectivamente, substancias antioxidantes - 5 mg/kg de resveratrol (grupo
RV5); 10 mg/kg de resveratrol (grupo RV10) e 150 mg/kg do extrato
hidroetandlico de frutos de canjiqueira (grupo CJ) dissolvidas em 0,2 mL de agua,
e solucédo salina (0,2 mL) no grupo controle (grupo C), administradas por meio
de gavagem, uma vez ao dia, as 08 h, entre 40 e 84 dias de idade (momentos
pré-suplementacao e pds-suplementacéo, respectivamente).

Considerou-se para este experimento, fémeas F1 de cada grupo, desmamadas
aos 21 dias de idade, resultando em 18 fémeas F1 no grupo C, 15 F1 no grupo
RV5, 16 F1 no grupo RV10 e 14 F1 no grupo CJ, totalizando 63 fémeas. Optou-
se por manter a mesma nomenclatura dos grupos maternos (fémeas FO) para
identificacdo dos grupos das fémeas F1.

Acasalamento

Aos 60 dias de idade, as fémeas (F1) foram alojadas em gaiolas com maravalha

anteriormente utilizadas pelos machos para a indugao e sincronizacéo do ciclo
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estral, conhecido como efeito Whitten (Whitten 1958), no qual o odor do
feromonio masculino influencia e modifica 0 comportamento sexual das fémeas
de roedores (Braga 2017). Para o acasalamento, utilizaram-se machos higidos,
com a mesma idade das fémeas F1 e descendentes de pais com comprovada
fertilidade, na proporcao de duas fémeas para cada macho (2:1). Essas fémeas
foram observadas diariamente para verificacéo de tampéao vaginal e confirmacao
da cépula, sendo este considerado o dia 1 de gestacéo. Apds a confirmacao do
tampdo, mantiveram-se as mesmas em gaiolas por 8 (oito) dias, periodo
necessario para que ocorressem as implantacées embrionarias (Figura 10).
Colheita de materiais biologicos e niumero de implantacdes embrionarias
Apos 8 (oito) dias da confirmacédo da gestacao, as fémeas F1 foram submetidas
a eutanasia por anestesia em camara de inducdo com anestésico volatil,
isoflurano (3-5%), e, apds a confirmacao de 6bito, colheu-se sangue por puncéo
da veia cava posterior para obtencao de soro e mensuracao de colesterol total,
triglicerideos e HDL, através de kits comerciais (LabTest®, Lagoa Santa 47 - GO,
Brasil) e quantificados em espectrofotometro (BioTek® — PoweWave XS).
Consideraram-se o0s valores seéricos bioquimicos obtidos de fémeas de
camundongo SWISS, aos 60 dias de idade e provenientes do Biotério Central
INBIO/UFMS (Restel, dados nao publicados) como padrao referencial para este
experimento.

Os tecidos ovarianos e uterinos foram retirados e acondicionados em solucéo de
formol a 10% para posterior analise histoldgica e contagem do nimero de corpos
IUteos nos ovarios e avaliacdo do numero de sitios de implantacdo embrionaria
no utero. Apoés a fixagcdo em formol, submeteram-se os tecidos a inclusdo em

parafina e, em seguida, fez-se cortes de 7 ym de espessura em microtomo e
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montagem em laminas de vidro. Cada lamina teve um total de quatro cortes
retirados do bloco de parafina, sendo, entdo, coradas com hematoxilina e eosina.
A analise ocorreu no Laboratério de Captura de Imagem INBIO/UFMS, em
microscopio acoplado a céamera digital em um aumento de 200x (Leica
Application Suite® — Version 4.0.0). Selecionaram-se campos representativos no
corte, nos quais se observaram alteracdes morfoldégicas nos 6rgdos avaliados
(Abbas et al. 2010).

Funcéo Reprodutiva

Contou-se o0 numero de corpos luteos e de sitios de implantacdo embrionaria e,
a partir destes dados, determinou-se a taxa de gestacdo, que € o [numero de
fémeas prenhes/numero de fémeas cobertas pelos machos] x 100; e a taxa de
implantagédo, que é o [numero de sitios de implantagcdo embrionaria/ nimero de
corpos luteos] x 100 (Spadotto et al. 2012).

Andlise Estatistica

A comparacao entre 0s grupos experimentais, em relacdo as taxas de colesterol
total, de triglicerideos e de fracdo HDL, das fémeas F1, foi realizada por meio do
teste ndo paramétrico de Kruskal-Whallis, seguido pelo pds-teste de Dunn, uma
vez que as amostras ndo passaram no teste de normalidade de Shapiro-Wilk.
Utilizou-se 0 mesmo teste na comparagcao entre grupos experimentais, quanto
as variaveis de avaliacao histologica dos uteros e taxas médias de gestacdo e
namero e taxa de implantacdo embrionaria. A avaliacdo da associacao entre o
grupo experimental e as variaveis taxa de gestacdo e taxa de implantacao, foi
realizada por meio do teste do x2, com correcdo de Bonferroni nas multiplas
comparacdes dos demais grupos com o grupo controle. Os demais resultados

deste estudo foram apresentados na forma de estatistica descritiva ou de
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tabelas. Na andlise estatistica usou-se o programa estatistico SigmaPlot, versao

12.0, considerando-se um nivel de significancia de 5% (Rowe 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo, a suplementacéo das fémeas FO do grupo RV10, dos 40 aos 84
dias de idade, periodo que coincidiu com o primeiro parto da prole gerada,
acarretou nas fémeas F1, em sua fase adulta, maiores niveis de colesterol total
guando comparadas as fémeas F1 dos grupos C e CJ, porém sem apresentar
diferenca na comparacao com o grupo RV5. O grupo RV10 também apresentou
maiores concentracdes séricas de triglicerideos ao compara-lo aos grupos RV5
e CJ; no entanto essa diferenga ndo se manteve na comparagédo com o grupo C.
Com relagdo aos niveis de HDL, as fémeas F1 do grupo RV10 apresentaram
concentracfes mais elevadas em comparacao as fémeas F1 do grupo CJ, mas

nao diferiram dos grupos C e RV5, como exposto na Tabela 1.

As concentracdes de colesterol total das F1 dos quatro grupos avaliados foram
inferiores aos valores encontrados por Restel (dados n&do publicados) para
fémeas de camundongo SWISS aos 60 dias de idade (116,33 mg/dL),
considerados como padrdo para os animais do Biotério Central da UFMS,
indicando que, mesmo que as fémeas F1 do grupo RV10 tenham apresentado
concentragcfes superiores aquelas dos grupos C e CJ, ndo se estabeleceu
hipercolesterolemia, uma vez que o0s resultados permaneceram abaixo do
padrao referencial bioquimico esperado para estes animais.

O resveratrol € um polifenol que apresenta multiplas fung@es, baixa citotoxidade
e reconhecido efeito anti-inflamatério, antioxidante, antitumoral e cardioprotetor

(Park et al. 2012, Riccioni et al. 2015, Haghighatdoost e Hariri 2018). Durante a
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gestacdo, o consumo de resveratrol pode afetar indiretamente a ninhada ao
melhorar o estado metabdlico da mée ou, ainda, apresentar efeitos diretos sobre
o feto devido a sua reconhecida capacidade em atravessar a placenta (Bourque
et al. 2012, Ros et al. 2018). A maior concentracdo sérica de colesterol total
apresentado pelas F1 do grupo RV10 sugere que o consumo de resveratrol pelas
fémeas FO nédo foi capaz de melhorar o estado metabdlico das suas filhas, ao
contrario do sugerido por Bourque et al. (2012) e Ros et al. (2018). Entretanto,
as F1 deste experimento foram alimentadas com dieta comercial isoenergética
e ndo sofreram nenhum desafio metabdlico, como o consumo de dietas hipo ou
hiperenergéticas, indicando que os efeitos antiobesogénicos do resveratrol
possam ter sido minimizados.

As concentracdes de resveratrol (5 e 10 mg/kg) escolhidas para o experimento
basearam-se em estudos prévios com o antioxidante (Ara et al. 2005, Ozcan et
al. 2015, Sharma et al. 2017); porém, ao contrario destes autores que
investigaram o efeito do resveratrol associado a desequilibrios metabdlicos,
essas concentracbes podem ndo ter sido capazes de induzir efeitos
antiobesogénicos em animais higidos.

O colesterol € essencial para o desenvolvimento de mamiferos, uma vez que sua
presenca determina a fluidez da membrana (Yoshida e Wada 2005, Willnow et
al. 2007, Woollett 2008). Também atua como precursor de horménios esteroides,
fundamentais para a maturacdo folicular ovariana; por isso, quantidades
substanciais desse lipidio precisam ser transportadas para as células foliculares
ou sintetizadas localmente pelas células da teca e da granulosa (Van Monfoort
et al. 2014). As concentracdes séricas de colesterol nas fémeas F1 do grupo

RV10, ainda que mais elevadas, podem ter trazido beneficios reprodutivos, ja
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gue essas concentracbes permaneceram dentro dos parametros referenciais,
nao desencadeando hipercolesterolemia nessas fémeas.

As concentracdes séricas de triglicerideos das fémeas F1 dos grupos C, RV5 e
RV10 foram superiores aos valores encontrados por Restel (dados nao
publicados) para fémeas de camundongo SWISS aos 60 dias de idade (273,67
mg/dL). Os triglicerideos atuam como fonte de energia metabdlica celular,
acumulando-se no tecido adiposo, de onde sdo recrutados em resposta as
demandas do organismo (Evans 2009). Em mulheres, o aumento de
triglicerideos é comum durante a gestacdo e, mesmo que ndo atravessem a
placenta, acarretam beneficios ao feto, pois sdo considerados reservatorios de
acidos graxos provenientes da dieta, e a hidrélise pela lipoproteina lipase (LPL)
e outras lipases, libera acidos graxos livres (AGL) para o feto (Ghio et al. 2011);
portanto, é possivel que a maior concentracao de triglicerideos nas fémeas F1
do grupo RV10 seja devida ao periodo gestacional, uma vez que as fémeas de
camundongo SWISS avaliadas por Restel (dados nédo publicados) ndo estavam
gestantes.

Observou-se maiores niveis de HDL também no grupo RV10, ao compara-lo com
0 grupo CJ; entretanto, estes ndo diferiram dos demais grupos. O HDL é o
principal transportador de colesterol e de ésteres de colesterol para o figado em
roedores (Thrall et al. 2015) e, quando h& maior concentracédo de lipidios no
sangue, sdo necessarias elevadas concentracoes de HDL para que seja
realizado o transporte desses lipideos como tentativa de compensacao, ja que
essa lipoproteina tem a capacidade de incorporar o excesso de colesterol dos
tecidos extra-hepéticos por um processo denominado transporte reverso de

colesterol (Fujimoto et al. 2010). Neste estudo, as F1 do grupo RV10
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apresentaram niveis séricos de HDL diferentes do grupo CJ e, mesmo que nao
tenham diferido em relacdo ao C e RV5, essa maior concentragdo pode ser
explicada como uma resposta fisiolégica do organismo, através da liberacéo de
mais HDL, para compensar a maior concentragdo de colesterol total nessas
fémeas.

O consumo de resveratrol pelas fémeas FO influenciou significativamente o perfil
lipidico das F1; no entanto, essa diferenca ndo foi capaz de induzir
hipercolesterolemia e, também, essas fémeas ndo foram submetidas a nenhum
desafio nutricional, portanto, sua utilizacao para fins antiobesogénicos néo deve
ser desconsiderada, uma vez que os efeitos positivos desse antioxidante sobre
a saude metabdlica das descendentes F1 possam ter sido atenuados. Ainda
considerando-se os dados da Tabela 1, nota-se que as F1 do grupo CJ
apresentaram menores concentracdes de colesterol total, triglicerideos e HDL,
gue o grupo RV10, mas seu perfil lipidico n&o diferiu dos resultados observados
nos grupos RV5 e C. Além disso, suas concentracdes lipidicas foram menores
gue o padrao referencial bioquimico considerado para esses animais (Restel,
dados nado publicados), revelando um efeito positivo da suplementacdo com
extrato de frutos de canjiqueira nas maes (fémeas FO) sobre a manutencéo da
homeostase metabdlica das filhas, indicando uma provavel atuacdo de
compostos bioativos da planta.

Varios géneros pertencentes a familia Malpighiaceae apresentam frutos
nutracéuticos, como € o caso do género Byrsonima. Os frutos deste género
apresentam atividade anti-inflamatéria e sdo comercializados em todo o Brasil
(Guilhon-Simplicio e Pereira 2011). A canjiqueira (Byrsonima cydoniifolia A.

Juss) apresenta altos niveis de compostos bioativos em frutos verdes, ricos em
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acido ascorbico (198,01 mg), taninos (179,15 mg) e compostos fendlicos (124,26
mg) (Prates et al. 2015).

De fato, em um estudo conduzido por Gutierrez e Flores (2014), com o objetivo
de investigar os efeitos do extrato de frutos e sementes de Byrsonima crassifolia,
do mesmo género da canjiqueira, obtidos com hexano, cloroférmio e metanol em
ratos Wistar diabéticos induzidos por estreptozotocina (STZ), houve diminui¢do
do colesterol total, triglicerideos e HDL nos grupos suplementados com extrato
hexanico de B. crassifolia e os autores concluiram que a administracéo crénica
deste extrato atenua a disfuncdo do pancreas nestes animais, mesmo sem
identificar qual composto bioativo presente na planta foi capaz de exercer tais
efeitos benéficos, similar ao que ocorreu neste estudo, onde foi possivel
identificar efeito positivo da canjiqueira na saude metabdlica das fémeas F1,
porém sem estabelecer quais compostos bioativos da planta foram capazes de
conferir esses resultados.

Neste mesmo estudo, os autores utilizaram 200 e 400 mg do extrato hexanico
de B crassifolia e encontraram resultados positivos dessas concentracdes sobre
os parametros lipidicos de ratos diabéticos (Gutierrez e Flores 2014). J4 no
presente experimento, optou-se por uma concentracdo (150 mg/kg) inferior a
utilizada por Gutierrez e Flores (2014), a fim de verificar menor concentracéo
com resultados terapéuticos para o género Byrsonima, e observou-se que
também apresentou efeitos positivos sobre o perfil lipidico das fémeas F1.

O acido ascorbico presente nos frutos de canjiqueira esta relacionado a diversas
atividades metabdlicas, e sua presenca pode reduzir a concentracao sérica de
colesterol em roedores, possivelmente devido a ativacdo da enzima

7o—hidroxilase, aumentando a conversdao de colesterol em acidos biliares e,
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consequentemente, diminuindo sua concentragao no soro (Chatterjea e Shinde
2002, Eteng et al. 2006). Portanto, sua atuagéo sobre o metabolismo lipidico de
roedores pode justificar as concentracdes de colesterol, triglicerideos e HDL nas
fémeas F1 do grupo CJ, inclusive com valores numericamente menores em
comparacao aos apresentados pelas F1 dos demais grupos. O piceatanol
(3,40,30,5-trans-tri-hidroxiestilbeno), outro composto bioativo presente nos
frutos de canjiqueira, € um analogo hidroxilado do resveratrol e considerado um
potente antioxidante (Kukreja et al. 2013).

Na pesquisa realizada por Santos et al. (2017), os frutos de B. cydoniifolia
apresentaram maior quantidade de trans-piceatanol (16,34 pug/mg) que algumas
variedades de uvas (Vincenzi et al. 2013), normalmente conhecidas por
acumular esses compostos, e também identificaram o resveratrol (1,86 pg/mag),
na primeira descricdo da presenca desse composto no género Byrsonima. O
piceatanol desempenha um papel vital na inibicdo da adipogénese, regulando a
expressdo de fatores de transcricdo pro-adipogénicos (C/EBPa — proteina
potenciadora de ligacdo a e PPAR), além de inibir fosforilagdo e atividade
guinase de vias de sinalizacao, incluindo a via IR (via de sinalizacao da insulina)
e PI3K/Akt (fosfatidilinositol-3-quinase/serina-treonina quinase), de forma
semelhante ao resveratrol, e, assim, conferindo a esses polifenois capacidade
antiobesogénica (Kwon et al. 2012). Desta forma, a presenca destes estilbenos
nos frutos de B. cydoniifolia, também podem justificar os resultados observados
no perfil lipidico das fémeas F1, descendentes de FO suplementadas com o
extrato de canjiqueira, ou, ainda, indicar uma possivel atuacdo sinérgica dos

compostos bioativos presentes na planta.
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Ao avaliar os cortes histolégicos de Utero das F1, nota-se que 0s nimeros de
implantacdes embrionarias diferiram entre os grupos; porém, o teste de
comparacao entre médias ndo foi capaz de definir esta diferenca, pois a mesma
ndo foi grande o suficiente para ser determinada pelos testes estatisticos mais
exigentes. Entretanto, na observacdo numérica, é possivel identificar maior
namero de implantagfes nas fémeas do grupo RV10, seguido pelos grupos RV5
e CJ. O grupo C apresentou a menor média de implantacdes. Ao calcular as
taxas de gestacao e de implantacdo embrionaria, é possivel confirmar o melhor
desempenho das F1 do grupo RV10, que diferiram do grupo C na avaliagao das
taxas de gestacédo e de implantacéo. O grupo RV5 diferiu do grupo C apenas ao
considerar-se a taxa de implantacdo, mantendo-se semelhante quando avaliada
a taxa de gestacdo. J4 o grupo CJ apresentou resultados semelhantes aos
demais grupos (Tabela 2).

Os efeitos benéficos do resveratrol sobre processos reprodutivos de fémeas tém
sido amplamente reconhecidos nos ultimos anos (Wang et al. 2018). O
resveratrol pode melhorar o dano ovariano induzido por radiacdo, agentes
guimioterapicos e desreguladores enddcrinos (Ozcan et al. 2015, Said et al.
2016, Liu et al. 2017), aumentar a reserva ovariana associada ao
envelhecimento, obesidade e diabetes melito (Kong et al. 2011, Liu et al. 2013,
Erbas et al. 2014, Cabello et al. 2015) e melhorar a disfuncdo ovariana em
modelo animal de sindrome do ovario policistico e hiperestimulacdo ovariana
(Ergenoglu et al. 2015, Kasap et al. 2016). Neste estudo, a suplementacao de
fémeas FO com 10 mg/kg de resveratrol garantiu as descendentes F1 melhores
percentuais nas taxas de gestacdo e implantacdo, a despeito de seus efeitos

sobre o perfil lipidico, provavelmente devido aos efeitos positivos deste
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antioxidante sobre a reserva ovariana, que inicia sua formacédo durante o
desenvolvimento intrauterino, uma vez que o resveratrol é capaz de atravessar
a barreira placentaria e atuar diretamente no feto (Bourque et al. 2012).

No inicio do desenvolvimento embrionario, 0 embrido é dependente do
suprimento materno de colesterol, e alteragdes nos niveis de colesterol materno
podem ter efeito adverso no seu desenvolvimento e crescimento (Baardman et
al. 2013). As F1 do grupo RV10 apresentaram maiores concentragbes de
colesterol total e HDL em comparacao aos grupos C e CJ, e da mesma forma,
mostraram-se diferentes destes grupos nos percentuais das taxas de gestacao
e implantacédo, indicando que niveis séricos de lipidios mais elevados podem
proporcionar melhor desempenho reprodutivo.

Os niveis de colesterol materno podem ser importantes para atender as
demandas de colesterol fetal durante a organogénese. Em mulheres, o0s niveis
de colesterol total materno aumentam de 30 a 50% durante a gestacdo, como
resultado da sintese aumentada de colesterol no figado, que ja comeca durante
0 primeiro trimestre, mas € mais alto no terceiro trimestre de gestacéo
(Amundsen et al. 2006, Edison et al. 2007). Curiosamente, durante o primeiro
trimestre de gestacdo, o HDL é significativamente aumentado, provavelmente
devido a maior necessidade de colesterol para sintese de progesterona pelo
corpo luteo (Baardman et al. 2013). A partir destes dados, é possivel inferir que
a reducéo de colesterol total tenha um efeito adverso no resultado da gestacéo,
como observado neste estudo, no qual as fémeas F1 do grupo RV10, que
apresentaram maiores concentracdes de colesterol total e HDL, também tiveram

melhor desempenho reprodutivo.
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De fato, fémeas de camundongos homozigotos Knockout para a proteina ABCA1
(Apolipoproteina 1) apresentam reduzida fecundidade, redugdo do ndmero de
filhotes e diminuicdo do niumero de gestacfes secundarias a reducao dos niveis
séricos de HDL (Christiansen-Weber et al. 2000, Aiello et al. 2003), confirmando
que o perfil lipidico apresentado pelas F1, descendentes de fémeas FO
suplementadas com 10 mg/kg de resveratrol, provavelmente foi determinante
para o desempenho reprodutivo observado nessas fémeas.

Por outro lado, as F1 descendentes de FO suplementadas com extrato de
canjiqueira, apresentaram perfil lipidico préximo ao padrdo referencial para
esses animais, entretanto tiveram desempenho reprodutivo inferior as F1 do
grupo RV10, indicando que seus niveis de colesterol total e HDL podem ter
influenciado nesses resultados.

Em estudo realizado para avaliar os efeitos da exposicdo gestacional de
Byrsonima verbascifolia, pertencente ao mesmo género da canjiqueira, sobre
parametros reprodutivos em fémeas de camundongo SWISS, observou-se que
a planta ndo alterou funcéo reprodutiva e nao interferiu no desenvolvimento
embrionario (Goncgalves et al. 2013), semelhante ao verificado neste
experimento com extrato de frutos de canjiqueira.

Por fim, mesmo que a suplementacdo materna com o extrato de frutos de
canjiqueira nao tenha conferido as F1 melhor desempenho reprodutivo, o perfil
lipidico apresentado, indica que a planta pode ser amplamente explorada, com
determinacdo de quais compostos biativos podem apresentar melhores
resultados para a eficiéncia reprodutiva animal e, inclusive, sua atuacdo em
animais de producéo, trazendo novas perspectivas para a reproducdo animal,

além de contribuir para a preservacao da espécie canjiqueira em seu habitat e
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para o desenvolvimento sustentavel da regido do Pantanal. Por outro lado, a
suplementacdo de fémeas (FO) de camundongo SWISS com resveratrol,
especialmente na concentracdo de 10 mg/kg, conferiu as fémeas F1 melhor
desempenho reprodutivo, indicando possivel atuacdo do resveratrol sobre a
reserva ovariana dessas fémeas durante seu desenvolvimento intrauterino, e
diferiu no perfil lipidico dessas fémeas, porém com provavel atenuacao de seus
efeitos antiobesogénicos sobre o metabolismo lipidico das mesmas,
corroborando para a atuacdo deste polifenol para o sucesso reprodutivo de

fémeas.
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Preparacao do extrato

EXTRATO
HIDROETANOLICO

Legendada Figura 9:

Solucao hidroetanolica (30:70)
20 gotas/min, por 72 h

Esquema demonstrativo do processo de producao do extrato hidroetandlico de

frutos de Byrsonima cydoniifolia A. Juss.
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Tabela 3. ConcentracBes de colesterol total (mg/dL), triglicerideos (mg/dL) e
lipoproteinas de alta densidade - HDL (mg/dL) nas fémeas F1 de camundungo
SWISS descendentes de maes FO sem suplementacéo ou suplementadas com

resveratrol ou canjiqueira.

Grupo n Colesterol total ~ Triglicerideos HDL
Controle (C) 18 96,79+3,32°  302,42+14.97%  86,74+2,91%
Resveratrol 5 o 145 3343 g5 280,06415,40°  83,17+2,52%
mg (RV5)

Resveratrol 10, 113,00+4,242 367.10+15,18° 94,2443 842
mg (RV10)

Canjiqueira (CJ) 14 96,32+4.42b 2561621068  76,37+3,49P
Valor de p 0,007 <0,001 0,006

Os resultados estdo apresentados em médiaterro padrao da média. Valor de p no teste de
Kruskal-Whallis de uma via. Letras diferentes na coluna indicam diferenca significativa entre os
grupos experimentais (pos-teste de Dunn, p<0,05).
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Tabela 4. Numero de implanta¢cdes embrionérias, taxas de gestacao (%) e de
implantacdo embrionéria (%) nas fémeas F1 de camundongo SWISS
descendentes de maes (FO) sem suplementacdo ou suplementadas com

resveratrol ou canjiqueira.

nO

Grupo " implantacdes Taxade Taxade
grupo hrionarias gestacédo implantacéo

Controle (C) 18 0,89+0,50% 16,66 16,49°
Resveratrol 5 mg a ab a
(RV5) 15 2,00+0,56 53,33 40,00
Resveratrol 10 a a a

mg (RV10) 16 2,56+0,42 75,00 59,42
Canijiqueira (CJ) 14 1,57+0,612 42,86% 24,72%
Valor de p 0,049 0,007 <0,001

Os resultados estao apresentados em médiaterro padréo da média. Valor de p no teste
de Kruskal-Whallis de uma via e teste do y2Letras diferentes na coluna indicam
diferenca significativa entre os grupos experimentais (pés-teste de Dunn e Bonferroni,
p<0,05).
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ANEXOS

Servigo Publico Federal
Ministério da Educacao
Fundacao Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

CERTIFICADDO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeito do resveratrol e da
canjiqueira (Byrsonima cydoniifolia A. Juss) no processo reprodutivo feminino”,
registrada com o n° 831/2016, sob a responsabilidade de Maria Inés Lenz Souza -
que envolve a utilizacao de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de ouiubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacao Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS/CEUA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO GROSSO DO

SUL/UFMS, na 12 reunido ordindaria do dia 02/02/2017.

FINALIDADE ( ) Ensino ( x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagao 08/08/2016 a 08/03/2020
Espécie/Linhagem/Raca Mus musculus | Swiss
N° de animais 105

30
Peso/ldade 35 - 40g / 45 dias
Sexo Macho e Fémea
Origem Biotério Central/CCBS/UFMS
_Mﬁ)ei‘)(e‘j_,uiff'»

Maria Aratjo Teixeira
Coordenadora da CEUA/UFMS
Campo Grande, 03 de fevereiro de 2017.

Comissao de Etica no Uso de Animais/CEUA
http://www.propp.ufms.br/ceua
ceua.2000@gmail.com
fone (67) 3345-7925




123

l: B DA ACADEMIA BRASILEIRA
INSTRUCTIONS TO AUTHORS

Preparation of manuscripts

All parts of the manuscript should be double-spaced throughout. After
acceptance, no changes will be made in the manuscript so that proofs require
only corrections of typographical errors. The authors should send their
manuscript in electronic version only.

Length of manuscript

While papers may be of any length required for the concise presentation and
discussion of the data, succinct and carefully prepared papers are favored both
in terms of impact as well as in readability.

Tables and Illustrations

Only high-quality illustrations will be accepted. All illustrations will be considered
figures including drawings, graphs, maps, photographs as well as tables with
more than 12 columns or more than 24 lines. Their tentative placement in the
text should be indicated. The AABC do not charge the first 5 figures in black and
white or scale of gray. Should the authors want colored figures in the hard copy,
a cost may be generated for each one of them, as well as for each figure in black
and white or scale of gray beyond 5. Figures that are published in colors only in
the online version do not generate additional costs.

Digitalized figures

Figures should be sent according to the following specifications: 1. Drawings
and illustrations should be in format EPS (PostScript) or Al (Adobe lllustrator)
and never be inserted in text; 2. Images or figures in grayscale should be in
format TIF and never be inserted in text; 3. Each figure should be saved in a
separate file; 4. Figures should be submitted at high quality (minimum resolution
of 300dpi) at the size they are to appear in the journal, i.e., 8 cm (one column)
or 16.5 cm (two columns) wide, with maximal height for each figure and
respective legend smaller than or equal to 22 cm. The legends to the figures
should be sent double-spaced on a separate page. Each linear dimension of the
smallest characters and symbols should not be less than 2 mm after reduction;
5. Manuscripts on Mathematics, Physics or Chemistry may be typesetted in, or
. The TEX, PDF and BIB files should be sent, and EPS files if there are any
figures; 6. Manuscripts without mathematical formulae may be sentin RTF, DOC
or DOCX.

Front page



124

The front page of the manuscript should present the following items: 1. Title of
the article (the title should be short, specific, and informative); 2. Full name(s) of
the author(s); 3. Full professional address of each author (institution, street,
number, zip code, city/county, state if applicable, country, etc.); 4. Key words
(four to six in alphabetical order); 5. Running title (up to 50 characters); 6.
Academy Section (one out of our 10 areas) to which the content of the work
belongs; 7. Name and e-mail address of the author to whom all correspondence
and proofs should be provided. Should any of these requirements not be met,
we may unsubmit your paper and ask for corrections.

Acknowledgments

These should be included at the end of the text. Personal acknowledgments
should precede those of institutions or agencies. Footnotes should be avoided;
when necessary they must be numbered. Acknowledgments to grants and
scholarships, and of indebtedness to colleagues as well as mention to the origin
of an article (e.g. thesis) should be added to the Acknowledgments section.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at their first occurrence in the text, except for
official, standard abbreviations. Units and their symbols should conform to those
approved by the ABNT or by the Bureau International des Poids et Mesures (SI).

References

Authors are responsible for the accuracy of the References. Published articles
and those in press may be included. Personal communications (Smith, personal
communication) must be authorized in writing by those involved. References to
thesis, meeting abstracts (not published in indexed journals) and manuscripts in
preparation or submitted, but not yet accepted, should be cited in the text as
(Smith et al., unpublished data) and should NOT be included in the list of
references.

The references should be cited in the text as, for example, ‘Smith :
and Wesson 2005’ or, for three or more authors, ‘Smith et al. 2006’. Two or ma
the same author(s) in the same year should be distinguished by letters, e.g. ‘S
‘Smith 2004b’ etc. Letters should also distinguish papers by three or more
identical first aauthor and year of publication. References should be listed acc
alphabetical order of the first author, always in the order SURNAME XY in whict
initials. If there are more than ten authors, use et al. after the first author. Refe
contain the title of the article. Names of the journals should be abbreviated wi
commas. For the correct abbreviations, refer to lists of the major databases
journal is indexed or consult the World List of Scientific Periodicals. The abbre
used for the Anais da Academia Brasileira de Ciéncias is An Acad Bras Cienc. -
examples are to be considered as guidelines for the References.

REFERENCES



125

ALBE-FESSARD D, CONDES-LARA M, SANDERSON P AND LEVANTE A.
1984a. Tentative explanation of the special role played by the areas of
paleospinothalamic projection in patients with deafferentation pain syndromes.
Adv Pain Res Ther 6: 167-182.

ALBE-FESSARD D, SANDERSON P, CONDES-LARA M, DELAND-SHEER E,
GIUFFRIDA R AND CESARO P. 1984b. Utilisation de la depression
envahissante de Ledo pour I'étude de relations entre structures centrales. An
Acad Bras Cienc 56: 371-383.

KNOWLES RG AND MONCADA S. 1994. Nitric oxide synthases in mammals.
Biochem J 298: 249-258.

PINTO ID AND SANGUINETTI YT. 1984. Mesozoic Ostracode Genus
Theriosynoecum Branson, 1936 and validity of related Genera. An Acad Bras
Cienc 56: 207-215.

Books and book chapters

DAVIES M. 1947. An outline of the development of Science.Thinker's Library, n.
120. London: Watts, 214 p.

PREHN RT. 1964. Role of immunity in biology of cancer. In: NATIONAL
CANCER CONFERENCE, 5., Philadelphia. Proceedings ... , Philadelphia: J. B.
Lippincott, p. 97-104.

UYTENBOGAARDT W AND BURKE EAJ. 1971. Tables for microscopic
identification of minerals, 2nd ed., Amsterdam: Elsevier, 430 p.

WOODY RW. 1974. Studies of theoretical circular dichroism of polipeptides:
contributions of B-turns. In: BLOUTS ER ET AL. (Eds), Peptides, polypeptides
and proteins, New York: J Wiley & Sons, New York, USA, p. 338-350.



