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RESUMO 

 
Os polifenois são normalmente considerados compostos que apresentam 

atividades biológicas promissoras, em especial pelos seus efeitos antioxidantes 

e anti-inflamatórios. No entanto, estudos recentes têm demonstrado que o 

consumo materno de alimentos ricos em polifenois (ARP) durante a gestação 

interfere na dinâmica de fluxo do ductus arteriosus (DA) no coração fetal de 

humanos, provavelmente pelo efeito anti-inflamatório dos polifenois, e também 

tem sido demonstrado que a restrição da ingestão de ARP é capaz de reverter 

a constrição ductal. Neste trabalho, um estudo experimental foi desenvolvido 

com ovelhas prenhas, no qual os animais receberam suplementação oral de 

polifenois durante 14 dias. Realizou-se ecocardiografia fetal e a análise de 

amostras de sangue e urina para investigar biomarcadores de estresse 

oxidativo e inflamação além da excreção de polifenois totais na urina. Houve 

aumento nas velocidades sistólicas (VS) e diastólicas (VD) e uma diminuição 

no índice de pulsatilidade (IP), o que indica uma constrição prematura do DA 

após o consumo de polifenois. Houve diminuição da peroxidação lipídica, 

determinada pelos níveis de TBARS, e nos níveis de tióis reduzidos não 

proteicos após o tratamento. Houve um aumento das atividades das enzimas 

catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) após o tratamento. Apesar do 

não envolvimento de dano lipídico na constrição ductal, observou-se um 

aumento no dano proteico através da dosagem de proteínas carboniladas 

(PCO). O efeito vasoconstritor e anti-inflamatório foi verificado pela diminuição 

nos níveis de nitritos/nitratos (NOx) após o consumo de polifenois. O estresse 

oxidativo estava associado com parâmetros de constrição ductal, através das 

correlações de dano protéico (PCO) com VS (r=0,629, p=0,028), VD (r=0,905, 

p=0,0001) e IP (r=-0,772, p= 0,003). Ainda, VS foi correlacionada com catalase 

(r=0,672, p=0,033) assim como IP com GPx (r=-0,629, p= 0,05). A constrição 

ductal estava ainda associada com o parâmetro inflamatório, sendo VS e VD 

correlacionadas com NOx (r=-0,853, p=0,0004 e r=-0,705, p=0,010, 

respectivamente) além da correlação entre IP e NOx (r=0,599, p=0,039). Além 

disso, ambos os mecanismos anti-inflamatórios e antioxidantes estavam 

correlacionados: NOx e GPx (r=-0,755, p=0,004) e entre NOx e catalase (r=-

0,812, p=0,001), confirmando a ocorrência de ambos efeitos atribuíveis aos 
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polifenois. Neste estudo, foi possível perceber que um elevado consumo de 

polifenois induziu constrição ductal em ovelhas prenhas com uma excreção 

urinária aumentada de polifenois totais e alterações em biomarcadores de 

estresse oxidativo e inflamação. Estes resultados ressaltam a necessidade de 

uma orientação dietética ao final da gestação com relação ao consumo de 

alimentos ricos em polifenois devido à possibilidade de indução de constrição 

ductal através da ação anti-inflamatória em fetos expostos. 

 

Palavras-chave: polifenois; ductus arteriosus, gestação; ecocardiografia fetal; 

estresse oxidative; inflamação. 
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ABSTRACT 

 

Clinical and laboratorial evaluation of the possible deleterious effects of 

polyphenols in the third trimester of pregnancy 

 

Polyphenols are often referred to as compounds with promising biological 

activities, especially antioxidant and anti-inflammatory effects. However, it has 

been recently reported that maternal consumption of polyphenol-rich foods 

(PRF) interferes with ductus arteriosus (DA) flow in human fetuses’ hearts, 

probably by an anti-inflammatory effect and it has also been shown that 

restriction of PRF ingestion reverses ductal constriction. In this work, an 

experimental study was carried out with pregnant sheep, in which the animals 

received oral polyphenol supplementation for 14 days. Fetal echocardiography 

was performed along with blood and urine analysis to investigate antioxidant 

and anti-inflammatory biomarkers and total polyphenol (TP) urinary excretion. 

We found a decrease in lipid peroxidation by TBARS levels and a decrease in 

non-protein reduced thiols after treatment. In addition, an increase in enzymatic 

activities of catalase (CAT) and glutathione peroxidase (GPx) was observed. 

Despite that lipid peroxidation was not involved in ductal constriction, protein 

damage by enhanced protein carbonyls (PCO) were found. Anti-inflammatory 

and vasoconstrictive effects were observed by a decrease in nitrites/nitrates 

(NOx) in pregnant sheep after polyphenol consumption. Oxidative stress was 

associated to ductal constriction parameters, according to the correlations.of 

protein damage marker PCO to SV (r=0.629, p=0.028), VD (r=0.905, p=0.0001) 

and IP (r=-0.772, p=0.003). Also, SV was positively correlated to CAT (r=0.672, 

p=0.033) and IP negatively correlated to GPx (r=-0.629, p=0.05). Ductal 

constriction was also associated to the inflammatory parameter, due to the 

correlations of SV and DV to NOx (r=-0.853, p=0.0004 and r=-0.705, p=0.010, 

respectively) as well as the correlation between IP and NOx (r=0.599, p=0.039). 

Besides, association of both inflammatory and antioxidant mechanisms were 

found: NOx vs. GPx (r=-0.755, p=0.004) and NOx vs. CAT (r=-0.812, p=0.001), 

confirming the presence of both effects attributed to polyphenols. We report that 

high polyphenol intake induced fetal DA constriction in pregnant sheep followed 

by an increased TP excretion and alterations in inflammatory and oxidative 
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biomarkers. These results highlight the need for a dietary orientation in late-

pregnancy regarding maternal intake of foods with high polyphenol contents in 

light of the possible induction of ductal constriction through an anti-inflammatory 

action of polyphenols in exposed fetuses.     

 

Keywords: polyphenols; ductus arteriosus; pregnancy; fetal echocardiography; 

oxidative stress; inflammation. 
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APRESENTAÇÃO 

  

Esta dissertação está estruturada na forma de encartes de publicações 

submetidas e/ou publicadas e dividida em seções da seguinte maneira: 

Introdução, Objetivos, Artigos presentes nos Capítulos 1 e 2, Discussão, 

Conclusões, Referências Bibliográficas e Anexos. O Capítulo 1 corresponde à 

Revisão Bibliográfica e é subdividido em duas partes, sendo a Parte I composta 

por um Artigo de Revisão e a Parte II referente à continuação da Revisão 

Bibliográfica. O Capítulo 2 corresponde a um Artigo Científico. 

A Introdução apresenta de uma forma geral o embasamento teórico no 

qual a proposta deste trabalho foi construída. Os Materiais, Métodos e 

Resultados (quando o caso) e as Referências Bibliográficas pertinentes a cada 

publicação específica encontram-se dentro de cada trabalho, organizados em 

cada Capítulo.  
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Os polifenois são compostos muito abundantes nos vegetais, sendo 

representantes importantes dos fitoquímicos presentes nas mais variadas 

espécies de plantas. Além disso, diversos efeitos benéficos vêm sendo 

atribuídos a este grande grupo de compostos bioativos, que englobam uma 

variedade de moléculas que, de acordo com suas propriedades químicas, 

poderiam ser grosseiramente divididas em flavonoides e não flavonoides. Nas 

últimas duas décadas, um enorme número de publicações vem relatando 

diversas atividades biológicas destes compostos por trazer benefícios em 

patologias agudas e crônicas (BENAVENTE-GARCIA, CASTILLO, 2008; 

ARROO, 2009). No entanto, poucos estudos demonstram complicações quanto 

ao consumo de compostos fenólicos. Por exemplo, casos de constrição do 

ductus arteriosus fetal têm sido associados à ingestão materna de bebidas 

ricas em polifenois (ZIELINSKY et al., 2010). 

Os chás são bebidas consumidas em grande quantidade e sem restrição 

ao redor do mundo, inclusive entre as gestantes. Os polifenois presentes no 

chá-verde (Camellia sinensis L. Kuntze), especialmente as catequinas, 

apresentam significativo efeito antioxidante e anti-inflamatório demonstrado em 

humanos, animais e in vitro (KUMAR et al., 2007). Esses efeitos também foram 

observados para o resveratrol, um estilbeno encontrado na casca da uva, suco 

de uva e no vinho tinto (DE LA LASTRA, VILLEGAS, 2005) e para a erva-mate 

(Ilex paraguariensis St. Hil.), com a qual se prepara o chimarrão (SCHINELLA 

et al. 2005), parecendo ser resultantes da supressão da biossíntese das 

prostaglandinas. 

Sabe-se que o ductus arteriosus (DA) está presente no coração fetal e 

apresenta um papel fundamental no direcionamento do fluxo sanguíneo para 

porções inferiores do feto. Em condições fisiológicas e em todos os mamíferos, 

o DA torna-se espesso e oclui abruptamente após o parto com o início da 

circulação pulmonar (BERGWERFF, 1999). Porém, a constrição prematura do 

DA no terceiro trimestre é preocupante por estar associada a diferentes graus 

de insuficiência cardíaca fetal, podendo ocasionar hipertensão pulmonar do 

recém-nascido ou até mesmo levar ao óbito. Estudos relatam a associação do 

uso de anti-inflamatórios não esteroides (AINEs) ou glicocorticoides durante a 

gravidez como sendo um dos principais responsáveis pelos casos de 

constrição ductal (MOISE, 1993). 
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Em um estudo observacional nos últimos 10 anos, detectou-se uma 

elevada prevalência de casos idiopáticos de constrição do DA na Unidade de 

Cardiologia Fetal do Instituto de Cardiologia do Rio Grande do Sul (LUCHESE 

et al., 2003). Observou-se que as gestantes tinham feito uso de bebidas tais 

como chás de origem natural, chimarrão e derivados da uva, todas ricas em 

polifenois, os quais têm comprovado efeito anti-inflamatório (GERONIKAKI et 

al., 2006). Interessantemente, foi demonstrado também que a suspensão do 

uso dessas substâncias pelas gestantes estava relacionada com melhora, ou 

até mesmo, reversão dos parâmetros ecocardiográficos analisados 

(ZIELINSKY et al. 2012). Neste contexto, levantou-se a hipótese de que 

componentes ricos em polifenois ingeridos pela dieta, como chá-verde, 

chimarrão e o suco de uva, poderiam estar implicados no aparecimento deste 

processo. 

Apesar do efeito de AINEs sobre o ducto fetal ser conhecido, a 

propriedade anti-inflamatória de substâncias químicas comumente ingeridas 

sob a forma de chás, sucos ou vinhos, assim como sua atividade sob o ductus 

arteriosus, ainda não está bem esclarecida. Além disso, devido ao grande 

consumo de chimarrão entre a população gaúcha, é de se esperar que esta 

bebida contribua para os níveis de polifenois entre a população de mulheres 

grávidas gaúchas.  

Diante disso, percebe-se a necessidade de se investigar a origem 

desses casos idiopáticos de constrição do DA, sendo fundamental para tal que 

o verdadeiro efeito in vivo dos compostos fenólicos quantificado em fluidos 

biológicos assim como a excreção dos compostos polifenólicos, com a 

finalidade de atuar como biomarcadores oriundos da dieta para que sirvam de 

parâmetro para a verificação da possível influência do consumo de polifenois 

sobre o desenvolvimento de constrição ductal. Desta forma, o presente 

trabalho avaliou os mecanismos envolvidos no desenvolvimento de alterações 

hemodinâmicas verificadas no terceiro trimestre de gestação e buscou 

investigar o possível envolvimento de polifenois da dieta como agentes 

causadores destes efeitos cardíacos. 
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1. Objetivo geral 

 

 Estudar a influência da ingestão de polifenois da dieta durante o final da 

gestação na dinâmica ductal do coração fetal e os mecanismos 

envolvidos em um modelo in vivo em ovelhas.  

 

2. Objetivos específicos 

 

 Avaliar a indução de alterações na dinâmica de fluxo do ductus 

arteriosus em ovelhas após alto consumo de polifenois. 

 Investigar a possível relação entre os níveis dos biomarcadores de 

estresse oxidativo em ovelhas com a constrição ductal. 

 Investigar a possível relação entre os níveis dos biomarcadores 

inflamatórios em ovelhas com a constrição ductal. 

 Quantificar a excreção de polifenois totais em amostras de urina como 

biomarcador do consumo de polifenois pela dieta em ovelhas e sua 

relação com a constrição ductal. 

 Avaliar possíveis associações entre os dados clínicos ecocardiográficos, 

níveis de excreção de polifenois totais, de biomarcadores de estresse 

oxidativo e de inflamação.  
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PARTE 1 (ARTIGO I):  

The antioxidant activity of coumarins and flavonoids 

Artigo de revisão publicado na revista Mini-Reviews in Medicinal Chemistry. 

(Mini Rev Med Chem., vol. 13, nº 3, p. 318-334, 2013) 
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Running title: Antioxidant Flavonoids and Coumarins 

 

 

Abstract 

 

Coumarins and flavonoids are heterocyclic molecules that have been 

associated with beneficial effects on human health, such as reducing the risk of 

cancer, diabetes, cardiovascular and brain diseases. These effects are thought 

to be related to the radical scavenging effect, due to their antioxidant activities, 

along with other possible mechanisms, such as anti-inflammatory properties 

and interaction with several enzymes. Over the past two decades, there have 

been an increasing number of publications on coumarins and flavonoids, which 

demonstrates the importance of understanding the chemistry behind the 

antioxidant activities of both natural and synthesized compounds, considering 

the benefits from their dietary ingestion as well as pharmacological use. This 

work aims to review the antioxidant effects of coumarin and flavonoid molecules 

in humans and the structural aspects that contribute to these effects.    

 

Keywords: Antioxidant; Coumarins; Flavonoids; Free Radicals; Polyphenols; 

Structure-Activity Relationship. 
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1.1. Polifenois 

 

Diversos compostos presentes nos alimentos, conhecidos como fito-

químicos ou fitonutrientes, possuem capacidade de alterar reações bioquímicas 

de forma a impactar positiva ou negativamente na saúde humana. Os polifenois 

são compostos fenólicos que representam uma parcela muito importante dos 

fitonutrientes, sendo que uma das classificações mais usuais e simplificadas 

adotadas os divide em ácidos fenólicos, flavonoides, cumarinas, lignanas e 

estilbenos (Figura 1). Os polifenois apresentam como característica comum à 

presença de anel aromático com pelo menos duas hidroxilas como 

substituintes em sua estrutura. Por serem substâncias amplamente distribuídas 

em plantas, são ingeridas normalmente em comidas e bebidas (BEECHER, 

2003) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Estruturas básicas dos principais tipos de polifenois. 

  

Os polifenois são compostos muito abundantes nos vegetais, sendo 

representantes importantes dos fitoquímicos presentes nas mais variadas 

espécies de plantas. Diversos efeitos benéficos vêm sendo atribuídos a este 

grande grupo de compostos bioativos, os quais englobam uma variedade de 
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moléculas que podem ser divididas de acordo com suas propriedades químicas 

em flavonoides e não flavonoides, classificação esta muito simplificada e 

indicativa apenas da importância dos flavonoides dentro dos poifenois. Os 

flavonoides e seus polímeros são representantes importantes dos polifenois, 

que são encontrados em maiores quantidades no chá-verde, vinhos, cacau, 

frutas (maçã, uva vermelha, morango e certas nozes) e verduras, como a 

cebola. Os flavonoides, portanto, também são compostos fenólicos e têm como 

estrutura básica o difenilpropano ou benzo-γ-pirona (C6C3C6), sendo 

representados por várias classes, de acordo com o grau de oxidação do anel 

central (HALBWIRTH, 2010). Os flavonoides foram os primeiros metabólitos 

secundários de plantas a serem estudados e atualmente são agrupados em 8 

classes distintas: flavanol, flavandiol, flavanona, diidroflavonol, flavona, 

flavonol, isoflavona e antocianidina. Fisiologicamente, os flavonoides são 

responsáveis por várias funções das plantas, como pigmentação, proteção 

contra luz UV e defesa contra patógenos. Já foram identificados mais de 8 mil 

compostos naturalmente abundantes com a estrutura flavonoide e esta 

variedade é atribuída a modificações estruturais nas classes (HODEK et al., 

2002). 

Recentemente, um enorme número de publicações vem relatando 

diversas atividades biológicas dos compostos fenólicos por trazer benefícios 

em patologias agudas e crônicas (BENAVENTE-GARCIA, CASTILLO, 2008; 

ZAMORA-ROS et al., 2012; ARROO, 2009), ao passo que poucos são os 

estudos que demonstram problemas associados a esses compostos, como por 

exemplo, os casos de constrição do ductus arteriosus fetal que têm sido 

associados à ingestão materna de alimentos ricos em polifenois (ZIELINSKY et 

al., 2010). Os flavonoides têm sido associados a diversos benefícios em certas 

condições patológicas, como na redução do risco de câncer (ARROO, 2009), 

diabetes (JURGONSKI et al., 2013) e ainda em doenças cardiovasculares 

(ZAMORA-ROS et al., 2012) e cerebrais (RIVERA et al., 2004). Os efeitos 

positivos observados na prevenção dessas condições são baseados em 

grande parte nas propriedades antioxidantes, pelo efeito sequestrador de 

radicais livres, e nas propriedades anti-inflamatórias, assim como a interação 

com diversas enzimas (HOLLMAN, KATAN, 1999).  
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Um aspecto importante a ser considerado em relação aos polifenois diz 

respeito às suas biodisponibilidades e propriedades cinéticas. Após a ingestão 

de flavonoides nos alimentos, geralmente sua absorção é considerada baixa, 

dependendo de suas propriedades físico-químicas, de modo que compostos 

com alto peso molecular e muitas ligações de hidrogênio normalmente são mal 

absorvidos (LIPINSKI, 2001). No estômago, os polifenois oligoméricos se 

dissociam em unidades monoméricas, facilitando a absorção. Ainda, sabe-se 

que os flavonoides geralmente são ingeridos na dieta como glicosídeos, os 

quais são mal absorvidos até que sofram hidrólise enzimática por bactérias 

presentes no intestino delgado e cólon e liberem as agliconas, as quais são 

melhor absorvidas (GEE, 2001).  

As vias de biotransformação são tipicamente consideradas como um 

meio de inativar biologicamente compostos ativos e de facilitar sua excreção 

(KLAASSEN, 1996). As reações enzimáticas predominantes no metabolismo 

de polifenois são as de fase II, ou seja, ocorrem principalmente as reações de 

metilação, sulfatação e conjugação com ácido glicurônico. No entanto, a 

maioria dos compostos com estrutura polifenólica geralmente não são bons 

substratos para as enzimas do complexo citocromo P450 (SCALBERT, 2002), 

sendo assim pouca a influência das reações de biotransformação de fase I 

sobre esses compostos.  

Devido à presença da estrutura catecol, o composto epigalocatequina 

galato (EGCG) e outras catequinas são rapidamente metiladas pela catecol-o-

metiltransferase (COMT) no citosol utilizando S-adenosilmetionina como 

doador de grupos metila. A (–)-epigalocatequina (EGC), após sofrer metilação, 

forma os metabólitos 4’-o-metil-EGC que, assim como os metabólitos 4”-o-

metil-EGC e 4’,4”-dimetil-EGC, foram detectados em plasma e urina após 

ingestão de chá (LEE, 2002, MENG, 2002). Adicionalmente, os compostos 

EGCG e EGC também sofrem conjugação com ácido glicurônico através da 

UDP-glicuronosiltransferase microssomal, sendo formados principalmente os 

metabólitos EGCG-4”-o-glicuronídeo e EGC-3’-o-glicuronídeo, respectivamente 

(LU, 2003). A sulfatação é outro tipo de reação enzimática que ocorre com os 

flavonoides mediante a ação de sulfotransferases no fígado e intestino, tendo 

sido descrita para a (–)-epicatequina (EC) (VAIDYANATHAN, 2002).  
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Alguns polifenois, como as catequinas do chá-verde, quando não são 

absorvidos no intestino delgado, podem formar metabólitos através da clivagem 

do anel heterocíclico C em sua estrutura básica, gerados pela microflora 

bacteriana presente no cólon. Demonstrou-se que a metabolização de 

catequinas pela flora intestinal acarreta na formação dos produtos de fissão 

anelar 5-(3’,4’,5’-trihidroxifenil)-γ-valerolactona (M4), 5-(3’,4’-dihidroxifenil)-γ-

valerolactona (M6), e 5-(3’,5’-dihidroxifenil)-γ-valerolactona (M6’). Estes 

metabólitos são absorvidos no cólon e suas excreções urinárias são maiores 

em relação aos flavonoides intactos. Adicionalmente, pode ocorrer a formação 

de ácidos fenólicos a partir dos produtos de fissão anelar. O composto M6, por 

exemplo, pode ainda ser transformado no fígado em ácido fenilpropiônico, o 

qual é convertido em ácido benzóico e este é, posteriormente, transformado em 

ácido hipúrico nos tecidos. De fato, estudos mostram um aumento na excreção 

urinária de ácido hipúrico após ingestão de chá-verde e chá-preto em humanos 

(MENG, 2002; SANG, 2008).  

A biodisponibilidade dos polifenois ingeridos na dieta pode ser limitada 

não apenas pelas propriedades físico-químicas da molécula, mas também por 

biotransformação através de enzimas ou da microflora bacteriana. Outro 

fenômeno importante que afeta a biodisponibilidade desses compostos é o 

chamado efluxo ativo dos polifenois absorvidos, também chamado de 

metabolismo de fase III. O efluxo ativo geralmente é um mecanismo importante 

na detoxificação celular, pois previne o acúmulo de diversos compostos 

conjugados e não conjugados, que têm potencial para ser diretamente tóxicos 

(LESLIE, 2001). Neste processo, compostos polifenólicos podem ser 

transportados de dentro das células intestinais, renais e hepáticas, tanto para o 

lúmen, urina e bile, respectivamente, quanto para o meio intersticial, mediados 

por diferentes transportadores. Consequentemente, a biodisponibilidade e o 

acúmulo intracelular desses compostos serão afetados (LAMBERT, 2007). 

Além disso, alguns estudos buscaram avaliar a possível toxicidade dos 

polifenois. No entanto, os efeitos adversos decorrentes da elevada ingestão de 

polifenois em fontes vegetais são pouco conhecidos, o que pode ser 

consequência da baixa biodisponibilidade destes compostos. Em muitos casos, 

efeitos negativos da ingestão de flavonoides são descritos por interação 

medicamentosa concomitante com ingestão de suco de toranja (grapefruit), o 
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qual apresenta os flavonoides naringenina e quercetina, além de outros 

compostos como furanocumarinas. Esta interação acaba por elevar a 

toxicidade de diversos medicamentos (DAHAN, ALTMAN, 2004) ou reduzir o 

efeito terapêutico da losartana, um antagonista do receptor AT1 de antiotensina 

II (BAILEY, DRESSER, 2004) através de inibição da enzima CYP3A4. Além 

disso, pode ocorrer aumento da toxicidade de agentes antihipertensivos, 

antiarrítmicos, digoxina, entre outros (MARZOLINI et al., 2004), através da 

inibição da P-glicoproteína típica de suco de grapefruit e também verificada 

para o flavonol EGCG do chá-verde. 

A ingestão de suplementos com quercetina (1000 mg por dia) durante 

um mês em homens com prostatite crônica ocasionou em alguns participantes 

náusea e dores de cabeça (SHOSKES et al., 1999). Em um ensaio clínico de 

fase I, avaliou-se a influência da administração intravenosa de quercetina em 

diferentes doses em pacientes com câncer, no qual há relatos de náusea, 

vômitos, sudorese, vermelhidão e dispneia, sendo que nas doses de 945mg/m2 

houve indícios de toxicidade renal (FERRY et al., 1996). Alguns estudos 

relatam hepatotoxicidade após consumo de suplementos contendo extratos de 

chá-verde (BONKOVSKY  et al., 2006; JAVAID, BONKOVSKY, 2006).  

Em um estudo clínico em pacientes com câncer, a ingestão de 6g por 

dia de extratos de chá-verde contendo cafeína ocasionou efeitos adversos 

gastrointestinais leves a moderados, incluindo náusea, dor abdominal e 

diarréia, assim como sintomas do sistema nervoso central como agitação, 

insônia, tremores, tonturas e confusão (JATOI et al., 2003; PISTERS et al., 

2001), sendo que os efeitos sobre o sistema nervoso central (SNC) seriam 

mais provavelmente devidos à cafeína do que ao extrato de chá-verde. Outro 

estudo clínico buscou avaliar a segurança de extrato de chá-verde 

descafeinado (contendo 800 mg/dia de EGCG) durante administração oral por 

4 semanas em indivíduos saudáveis, sendo que poucos participantes relataram 

náusea, desconforto estomacal, tontura ou dores musculares (CHOW et al., 

2003). Em suma, há poucas evidências apontando para efeitos adversos ou 

tóxicos dos alimentos ricos em polifenois em indivíduos saudáveis ou até 

mesmo em muitas condições patológicas. No entanto, não há ainda estudos 

suficientes para garantir a segurança do consumo de alimentos ricos em 

polifenois durante a gestação ou lactação.  
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1.2. Efeitos dos polifenois na inflamação 

 

A redução no processo inflamatório é um ponto importante que contribui 

para os efeitos antitumorais e efeitos protetores contra doenças 

cardiovasculares, como aterosclerose, que são descritos para os flavonoides 

(O'LEARY et al., 2004; CHO et al., 2003). O processo inflamatório pode resultar 

da produção de EROs por enzimas inflamatórias e pela liberação de 

mediadores inflamatórios que afetam a proliferação celular, angiogênese e 

apoptose (STEELE et al., 2003) e que também são associados com um risco 

aumentado de infarto agudo do miocárdio (BLAKE et al., 2003) ou 

aterosclerose, pois sabe-se atualmente que essas doenças são doenças 

inflamatórias.  

O efeito benéfico da atividade anti-inflamatória de flavonoides em 

doenças cardiovasculares como a aterosclerose é relacionado com a 

capacidade de modular a expressão de moléculas de adesão ao endotélio 

vascular, as quais são necessárias para o recrutamento de leucócitos de 

defesa para a parede dos vasos, no estágio inicial da aterosclerose (CHOI et 

al., 2004; LUDWIG et al., 2004). Ainda, a enzima óxido nítrico sintase endotelial 

(eNOS) catalisa a produção de óxido nítrico (NO) necessário para manter o 

relaxamento das artérias ou vasodilatação (ANTER et al., 2004). Em situações 

de prejuízo da vasodilatação dependente de NO há um aumento do risco de 

doenças cardiovasculares (DUFFY et al., 2003).  

De uma forma geral, os polifenois são retratados como substâncias que 

trazem benefícios à saúde. Apesar disso, o efeito desses compostos na 

gestação é ainda pouco conhecido. Neste sentido, demonstrou-se um aumento 

de casos idiopáticos de constrição ductal prematura na população gaúcha em 

gestantes que consumiram alimentos ricos em polifenois, como chá, chimarrão 

e derivados da uva, os quais têm comprovado efeito anti-inflamatório 

(LUCHESE et al., 2003). Além disso, ZIELINSKY e colaboradores 

demonstraram também que, após a suspensão do uso dessas substâncias 

pelas gestantes, houve reversão dos parâmetros de constrição prematura 

observados (ZIELINSKY et al., 2012). 
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1.3. Efeitos dos polifenois no estresse oxidativo  

 

O desequilíbrio entre os níveis de espécies oxidantes e agentes 

antioxidantes em um organismo é determinante para o desenvolvimento do 

processo conhecido como estresse oxidativo. Este desequilíbrio pode ocorrer 

tanto devido à produção excessiva de espécies reativas oxidantes quanto pela 

redução nos estoques de substâncias protetoras, chamadas de antioxidantes, 

que podem ser endógenos ou exógenos (GUTTERIDGE, HALLIWELL, 2000; 

FINKEL, HOLBROOK, 2000; JUNQUEIRA, RAMOS, 2005). As espécies 

reativas são compostos instáveis que possuem um ou mais elétrons 

desemparelhados no orbital eletrônico mais externo, o que as torna espécies 

altamente reativas que apresentam a capacidade de atuar como eletrófilos e, 

portanto, capazes de reagir com biomoléculas presentes nas células, como 

proteínas, lipídios e ácidos nucléicos (GILLHAM et al., 1997; FINDLAY et al., 

2005). A maioria destes compostos apresenta elevada instabilidade e tempo de 

meia-vida muito curto (SIES, 1997). 

Diversos processos fisiológicos são responsáveis pela formação de 

espécies reativas, principalmente a fosforilação oxidativa, as reações de 

biotransformação mediadas por enzimas do complexo citocromo P450, a 

oxidação dos ácidos graxos, além da fagocitose mediada por macrófagos e a 

regulação de vias de sinalização celular (JUNQUEIRA, RAMOS, 2005; 

HALLIWELL, 1994; BIESALSKI, 2002), de modo que sua produção em baixos 

níveis nos organismos não é deletéria devido à atuação dos estoques 

antioxidantes endógenos. As espécies reativas de oxigênio (EROs) podem ser 

espécies radicalares, como o radical superóxido (•O2
-) e os íons hidroxila (•OH), 

peroxila (ROO•) ou alcoxila (RO•), além de espécies não-radicalares, por 

exemplo o oxigênio singlete (1O2) e peróxido de hidrogênio (H2O2). Já as 

espécies reativas de nitrogênio (ERNs) são representadas pelo óxido nítrico 

(NO•), peroxinitrito (HNOO•), nitritos (NO2
-) e nitratos (NO3

-), dentre outros.  

Por outro lado, as situações de estresse oxidativo propiciam o ataque de 

espécies reativas aos lipídios das membranas, o que desencadeia um 

processo chamado peroxidação lipídica (URSO, CLARKSON, 2003), que 

origina vários produtos secundários, principalmente aldeídos, que propagam o 
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dano oxidativo aos lipídios em uma reação em cadeia (UCHIDA, 2000). Dentre 

os compostos produzidos no processo de peroxidação lipídica, o 

malondialdeído (MDA), hidróxinonenal e isoprostanos são muito estudados e 

vêm sendo utilizados como indicadores do dano lipídico (ESTERBAUER et al., 

1991). As proteínas também são importantes alvos do ataque oxidativo por 

espécies reativas nas células (DAVIES, 1999). A indução de modificações em 

proteínas como resultado do dano oxidativo, como a formação de 3-nitrotirosina 

(3-NT) e de proteínas carboniladas (PCO), não necessariamente gera 

alterações estruturais ou perda da função, considerando-se que dependendo 

do grau de dano, estes podem ser reparados ou reversíveis (DALLE-DONE et 

al., 2005; ISCHIROPOULOS, 2009). 

As atividades biológicas mais marcantes reportadas para os flavonoides 

são devido à capacidade de exercerem efeito antioxidante in vitro contra 

espécies reativas (HEIJINEN et al., 2001; CHUN et al., 2003). No entanto, 

estima-se que as concentrações plasmáticas e intracelulares obtidas após 

ingestão de altas doses de flavonoides na dieta são muito inferiores (100 a 

1000 vezes menores) às obtidas por outros antioxidantes como ácido 

ascórbico, ácido úrico ou glutationa reduzida. Ainda, sabe-se que o extenso 

metabolismo sofrido por estes compostos resulta na presença de metabólitos 

na corrente sanguínea, sendo que alguns metabólitos apresentam atividade 

antioxidante menor do que o flavonoide de origem (FREI et al., 2003; LOTITO 

et al., 2006), contribuindo para sustentar que a ingestão de flavonoides in vivo 

contribui pouco para uma função antioxidante. 

Os flavonoides apresentam estruturas favoráveis à quelação in vitro de 

metais, como ferro e cobre, os quais catalisam a produção de espécies reativas 

de oxigênio (EROs) (MIRA et al., 2002; CHENG et al., 2000). Já em animais 

esses metais encontram-se ligados às proteínas plasmáticas, o que diminui sua 

produção de EROs em condições fisiológicas; nas condições patológicas onde 

há um excesso de ferro e cobre, essa capacidade de quelar metais de 

transição torna-se mais significativa, porém não se sabe a real contribuição in 

vivo dos flavonoides como quelantes de metais (FREI et al., 2003). Em relação 

ao período final da gestação, sabe-se que há uma transição do ambiente de 

baixa oxigenação no útero ao qual os fetos estão sujeitos para um ambiente de 
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maior oxigenação após o parto (BUONOCORE et al., 2002), contribuindo para 

uma maior formação de espécies reativas de oxigênio.  

 

1.4. Circulação fetal e o ductus arteriosus 

 

A circulação do feto tem características particulares, diferindo assim da 

extra-uterina tanto anatômica quanto funcionalmente. Durante a vida intra-

uterina, uma característica exclusiva do coração fetal é apresentar o ductus 

arteriosus (DA), que faz parte da via de saída do ventrículo direito (Vdir) e está 

posicionado entre a artéria pulmonar e a aorta na chamada zona ístmica 

(Figura 2). Este ducto tem a peculiaridade de se fechar no período pós-natal 

com o início da circulação pulmonar (BERGWERFF et al. 1999). 

Histologicamente, o DA apresenta uma membrana elástica interna, uma 

camada média muscular predominante e uma camada adventícia externa. A 

camada muscular aumenta com a idade gestacional e o DA possui orientação 

circunferencial, facilitando sua constrição fisiológica pós-natal (HO, 

ANDERSON, 1979; GOURNAY, 2011). 

 

 

DA

AO

AP

Adir Aesq

Vdir

Vesq

 

Figura 2. Representação do coração fetal, mostrando o ductus arteriosus (DA), 

responsável pela circulação do ventrículo direito (Vdir) através da artéria 

pulmonar (AP) diretamente para a aorta (AO). 
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O ductus arteriosus exerce um papel fundamental por direcionar o fluxo 

sanguíneo para os membros inferiores do feto, dirigindo 80 a 85% do débito 

ventricular direito (sangue pobre em oxigênio) proveniente da veia cava 

superior, seio coronário e uma pequena parte do sangue da veia cava inferior 

para a aorta descendente (TREVETT, COTTON, 2004). A maior diferença da 

circulação fetal para a do adulto é a baixa circulação pulmonar, que é 

consequência da vasoconstrição pulmonar hipóxica, que aumenta a resistência 

pulmonar devido à baixa tensão de oxigênio nos pulmões do feto 

(MICHELAKIS et al., 2004). Neste contexto, a oxigenação do feto é realizada 

pelo sangue placentário através da veia umbilical, sendo que este sangue 

encontra resistência para se dirigir através da artéria pulmonar aos pulmões, de 

modo que a circulação para a aorta é realizada através de adaptações 

peculiares da circulação fetal, especificamente o forame oval e o ductus 

arteriosus (KISERUD, ACHARYA, 2004). Apesar da alta resistência pulmonar, 

10-20% (15ml/min) são recebidos pelos pulmões, mas a maior parte do sangue 

mais rico em oxigênio oriundo da veia umbilical e veia cava inferior no coração 

fetal passa pelo ductus arteriosus para a aorta descendente, distribuindo-se 

para as porções inferiores do feto. Cerca de 40-50% do sangue da aorta 

descendente passa pelas artérias umbilicais e retorna à placenta para ser 

efetuada a hematose e o restante do sangue vai suprir as vísceras e a metade 

inferior do corpo (HO, ANDERSON, 1979). 

Há uma relação entre a idade gestacional e a maturação histológica do 

ductus arteriosus (TADA et al. 1985). O espessamento intimal no feto é um 

processo contínuo que inicia no segundo trimestre de gestação. Esse 

mecanismo de espessamento intimal parece estar ligado à prostaciclina (PGI2) 

sintase, que possui papel regulador na patência ductal (SLOMP et al. 1992). O 

ductus arteriosus em fechamento apresenta níveis de PGI2 sintase mais 

elevados nas células musculares lisas nos locais de espessamento intimal do 

que em outros sítios, demonstrando uma relação da morfologia ductal com a 

presença de PGI2 sintase (DE REEDER et al. 1989).  

Alterações hemodinâmicas durante o período neonatal imediato ocorrem 

a partir da cessação da circulação sanguínea placentária, da insuflação e 

vasodilatação pulmonar e do fechamento do forame oval (que liga o átrio direito 

– Adir – ao átrio esquerdo – Aesq). Alguns minutos após o nascimento, 90% do 
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fluxo sanguíneo ejetado pelo ventrículo direito é direcionado para as artérias 

pulmonares, e não mais através do ductus arteriosus. Com a diminuição da 

resistência vascular pulmonar, ocorre um aumento de fluxo sanguíneo para os 

pulmões, que culmina na oclusão ductal. O fechamento funcional do ductus 

arteriosus é iniciado a partir de um mecanismo induzido pela maior 

concentração de oxigênio no sangue. Esse mecanismo, embora mediado por 

prostaglandinas e endotelinas, é intrínseco às células musculares lisas 

(MICHELAKIS et al., 2004), sendo um evento potencialmente reversível em 8 a 

72 horas após o nascimento, secundário à constrição muscular. 

Subsequentemente, há uma etapa final de remodelamento da parede vascular, 

com formação neointimal causada por proliferação e migração das células 

musculares lisas da camada média para o subendotélio com um acúmulo de 

glicosaminoglicanos na região subendotelial (SLOMP et al. 1992). 

Geralmente o ductus arteriosus permanece patente por algumas horas 

ou dias no período neonatal. O fechamento fisiológico do ductus arteriosus no 

recém-nascido a termo caracteriza-se por uma fase de obliteração funcional 

secundário à constrição muscular da parede do vaso. O fechamento é gradual 

e se completa em 10 a 15 horas após o nascimento (HEYMANN, RUDOLPH, 

1975). Com a oclusão completa do DA, forma-se o ligamento arterioso 

(BREZINKA et al., 1993). 

Por possuir uma camada muscular predominante, a oclusão do ductus 

arteriosus sofre uma influência multifatorial proveniente de fatores constritores 

e relaxantes. Os fatores relaxantes incluem as prostaglandinas, o óxido nítrico 

e a bradicinina, a qual causa liberação de prostaglandinas e de óxido nítrico. 

Os fatores constritores do DA são o oxigênio, a bradicinina em doses altas e o 

sistema nervoso simpático e parassimpático (HEYMANN, RUDOLPH, 1975). A 

resposta vasoconstritora é dose-dependente a vários neurotransmissores, 

como a acetilcolina, a histamina, a serotonina e as catecolaminas. Com o 

aumento da idade gestacional, o ductus arteriosus torna-se menos sensível aos 

efeitos dilatadores e mais sensível aos fatores constritores (HEYMANN, 

RUDOLPH, 1975; TARCAN et al., 2004; LEVIN et al., 2005). A produção de 

prostaglandinas ocorre pela atuação das enzimas ciclo-oxigenase 1 (COX-1), 

que é constitutivamente expressa, e a ciclo-oxigenase 2 (COX-2), cuja 

produção é induzida localmente durante processos inflamatórios (TAKAMI et 
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al., 2005). As prostaglandinas foram extensamente estudadas e são 

comprovadamente fatores que controlam a manutenção da abertura do ductus 

arteriosus.  

Ao contrário do que acontece fisiologicamente, a constrição prematura 

do DA provoca repercussões hemodinâmicas fetais. A maior resistência no 

ductus arteriosus gera turbilhonamento do fluxo sanguíneo, evidenciado pelo 

aumento das velocidades sistólica e diastólica de fluxo e consequente 

diminuição do índice de pulsatilidade ductal. Como consequência, ocorre 

dilatação do tronco da artéria pulmonar, do ventrículo e do átrio direito, 

insuficiência tricúspide e pulmonar com disfunção sistólica e diastólica dos 

ventrículos (ZIELINSKY et al., 2010a; ZIELINSKY et al., 2010b).  

A utilização de técnicas ecocardiográficas permitiu que o diagnóstico de 

constrição ductal, anteriormente possível apenas em necrópsias, fosse feito 

ainda no período pré-natal. A aferição do fluxo pelo ductus arteriosus através 

da técnica Doppler ecocardiográfica permitiu a monitorização dos fetos com 

risco de desenvolvimento de constrição prematura do ductus arteriosus e a 

intervenção precoce, quando necessária. Como critério diagnóstico de 

constrição ductal considera-se a presença, ao Doppler colorido, de fluxo 

turbulento no DA com velocidade sistólica (VS) máxima maior do que 1,4 m/s, 

velocidade diastólica (VD) máxima maior do que 0,3 m/s e/ou índice de 

pulsatilidade (IP) menor do que 1,9 (HUHTA et al., 1987) ou, para maior 

sensibilidade, têm-se aceitado valores de IP menores que 2,2 (ZIELINSKY et 

al., 2010a). 

Nos casos relacionados ao uso de medicamentos, após a suspensão 

deste uso a disfunção ventricular pode regredir. Entretanto, quando esse 

quadro não for tratado, pode evoluir com isquemia endocárdica e disfunção dos 

músculos papilares à direita. Posteriormente, ocorre um quadro de insuficiência 

cardíaca, hidropisia e pode resultar em morte fetal (MOISE, 1993). A constrição 

ductal intra-uterina pode causar insuficiência tricúspide transitória ou 

permanente e isquemia miocárdica neonatal (LEVIN et al., 1978; LEVIN et al. 

1979). 

Quando há evidência clínica de constrição ductal grave após o uso de 

drogas inibidoras da síntese de prostaglandinas, a suspensão da medicação 
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pode reduzir as velocidades sistólicas e diastólicas dentro de 24 horas, com 

posterior normalização das alterações hemodinâmicas. Os casos leves podem 

ser tratados somente com a diminuição da dose. Entretanto, está indicado em 

todos os fetos o acompanhamento ecocardiográfico seriado (NORTON, 1997). 

Devido ao efeito constritivo dos AINEs sobre o ductus arteriosus ser 

predominantemente dose-dependente (MOMMA et al., 1984), é comum o 

desaparecimento das alterações hemodinâmicas após a suspensão das 

substâncias causadoras sem o desenvolvimento de disfunção cardíaca fetal ou 

neonatal (RUDOLPH, 1981; RESPONDEK et al., 1995). Até mesmo na 

evidência de constrição ductal grave após o uso de fármacos anti-inflamatórios, 

a suspensão do uso dos medicamentos pode demonstrar reversão das 

velocidades sistólica e diastólica dentro de 24 horas com posterior melhora das 

alterações hemodinâmicas. Em alguns casos mais graves, porém, pode haver 

a necessidade de interrupção da gestação com medidas de ressuscitação 

cardio-pulmonar ao nascimento (MOISE et al., 1988; MARI et al., 1989).  

A hipertensão pulmonar persistente do recém-nascido tem sido 

associada à exposição pré-natal a anti-inflamatórios não esteroides. Em fetos 

de ovelhas, a oclusão mecânica do ductus arteriosus antes do nascimento 

reproduz as características hemodinâmicas e estruturais da hipertensão 

pulmonar persistente do recém-nascido. Além disso, a exposição pré-natal a 

anti-inflamatórios não esteroides em animais demonstrou alterações similares 

as da constrição ductal, aumentando a espessura da camada de músculo liso 

da vasculatura arterial pulmonar e hipertensão arterial pulmonar (SHARPE et 

al., 1975; HEYMANN, RUDOLPH, 1975; LEVIN et al., 1978; LOCK et al., 1980). 

Diversos fármacos são conhecidamente constritores do DA, de modo 

que a ingestão de fármacos anti-inflamatórios está relacionada à constrição 

ductal prematura, com destaque para a indometacina, que é um inibidor das 

ciclo-oxigenases usado para tratamento de trabalho de parto prematuro (TPP) 

(SHARPE et al., 1975; NORTON, 1997). No entanto, diversos outros fármacos, 

como a nimesulida (PALADINI et al., 2005), diclofenaco (AUER et al., 2004), 

ácido acetilsalicílico, dipirona e ibuprofeno (SCHIESSL et al., 2005) entre 

outros, também causam constrição ductal prematura. Os inibidores seletivos da 

ciclo-oxigenase-2, como o rofecoxib (SCHIESSL et al., 2005; TAKAMI et al., 

2005; TOYOSHIMA et al., 2006), também têm mostrado efeito constritivo sobre 
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o ductus arteriosus de fetos de ratos (KARADAS et al., 2004) e ovelhas 

(TAKAHASHI et al., 2000). O sulindaco, outro fármaco inibidor da síntese de 

prostaglandinas usado no tratamento do TPP, também demonstrou efeito 

constritivo sobre o ductus arteriosus, porém mais leve e transitório comparado 

à indometacina (RASANEN, JOUPPILA, 1995). 

Os glicocorticoides também apresentam efeito sobre a patência do 

ductus arteriosus (CLYMAN et al., 1981) e, assim como a maioria dos outros 

anti-inflamatórios, o efeito dos glicocorticoides sobre o ductus arteriosus é 

dose-dependente (MOMMA et al., 1981) e sinérgico quando associados à anti-

inflamatórios não esteroides, seletivos ou não para as ciclo-oxigenases, 

aumentando significativamente a frequência e severidade da constrição ductal 

(LEVY et al., 1999; TAKAMI et al., 2005). 
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CAPITULO 2 (ARTIGO II):  

Nitric oxide and oxidative stress are modulated in the polyphenol-induced 

ductus arteriosus constriction in pregnant sheep 

Submetido para publicação na revista Experimental and Toxicologic Pathology 
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Este capítulo aborda o estudo experimental realizado em ovelhas no 

terceiro trimestre de gestação (idade gestacional >120 dias) no qual os animais 

foram submetidos a um consumo de alimentos ricos em polifenois incorporados 

na ração normal por um período de 14 dias. Neste trabalho, observou-se que a 

ingestão de polifenois induziu uma constrição prematura do ductus arteriosus 

(DA), com 71.6% de aumento na velocidade sistólica e 57.8% de aumento na 

velocidade diastólica em conjunto com uma redução de 18.9% no índice de 

pulsatilidade. Ainda, verificou-se um aumento de 1,7 vezes na excreção 

urinária de polifenois totais, uma diminuição de 2,3 vezes nos níveis do 

biomarcador inflamatório NOx e alterações em biomarcadores de estresse 

oxidativo, como um aumento em proteínas carboniladas (1.09 ± 0.09 e 1.49 ± 

0.31), CAT (0.69 ± 0.39 e 1.44 ± 0.33) e GPx (37.23 ± 11.19 e 62.96 ± 15.03) 

apesar da redução na peroxidação lipídica (17.22 ± 2.05 e 12.53 ± 2.11) e nos 

tióis não proteicos (0.11 ± 0.04 e 0.04 ± 0.01) antes e depois do tratamento, 

respectivamente. Os parâmetros de constrição ductal se correlacionaram com 

NOx, CAT, GPx e proteínas carboniladas.  

Os resultados deste estudo destacam a importância de reduzir o 

consumo de alimentos ricos em polifenois no final da gestação tendo em vista à 

constrição prematura do DA através de um processo de vasoconstrição 

mediado por inibição de NO dos polifenois com o envolvimento do estresse 

oxidativo.  
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Este estudo demonstrou que o tratamento com elevados níveis de 

polifenois na ração de ovelhas prenhas durante o terço final da gestação 

ocasionou alterações na dinâmica do ductus arteriosus (DA), especificamente 

aumento nas velocidades sistólicas e diastólicas e uma diminuição no índice de 

pulsatilidade, o que indica uma constrição prematura do DA após o consumo 

de polifenois. Um estudo semelhante em ovelhas conduzido por ZIELINSKY e 

colaboradores (2012) também mostrou indução de constrição ductal após 

administração de chá-verde aos animais, porém nesse estudo não se avaliou a 

excreção urinária de polifenois nem os mecanismos envolvidos neste processo 

(ZIELINSKY et al., 2012). 

Os presentes resultados mostraram que os polifenois administrados às 

ovelhas foram excretados na urina, sendo uma consequência da absorção 

destes compostos, de modo que a avaliação dos níveis urinários de polifenois 

totais foi comprovado como um bom biomarcador da ingestão destes 

compostos. Esta excreção aumentada de polifenois confirma o efeito do 

consumo de polfenóis nas alterações cardíacas observadas e possibilita uma 

avaliação mais aprofundada dos mecanismos envolvidos na constrição ductal. 

A peroxidação lipídica foi determinada pelos níveis de TBARS nos 

animais, os quais se encontraram diminuídos após o tratamento. Este achado 

está relacionado com a capacidade antioxidante dos polifenois (BIESALSKI, 

2007). Ainda, há relatos de um aumento na produção de EROs ao final da 

gestação com a aproximação do parto (MOCATTA et al., 2004). Neste 

contexto, as defesas antioxidantes também seriam responsáveis por diminuir o 

processo de dano lipídico em conjunto com os polifenois da dieta, o que foi 

demonstrado neste estudo através da diminuição nos níveis de tióis reduzidos 
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não proteicos, indicando que apesar do consumo de polifenois, a mobilização 

das defesas antioxidantes endógenas foi necessária para evitar o dano 

oxidativo a biomoléculas, como já mostrado em relação ao dano lipídico.  

Os antioxidantes enzimáticos também sofreram alterações nos animais. 

Houve um aumento das atividades das enzimas catalase e glutationa 

peroxidase após o tratamento, de acordo com nossos resultados anteriores 

condizentes com o aumento de EROs no terço final da gestação. Neste 

sentido, os resultados de GPx, TBARS e tióis reduzidos indicam o 

envolvimento da enzima GPx com o sistema da glutationa para consumir os 

peróxidos lipídicos formados com a aproximação do parto nos animais e evitar 

assim dano aos lipídeos de membrana.  

Apesar do não envolvimento de dano lipídico, observou-se um aumento 

no dano proteico através da dosagem de proteínas carboniladas, indicando que 

somente a via de dano proteico está envolvida nas alterações sofridas pelos 

animais em estudo. Os níveis de 3-nitrotirosina (3-NT) não foram 

significativamente alterados, o que pode estar relacionado com a baixa meia-

vida da 3-NT em plasma e dos mecanismos de degradação proteica, reparo e 

eliminação, que podem levar a alterações transientes por nitrosilação de 

proteínas (GREENACRE et al., 2001; ISCHIROPOULOS, 2009)  

Os resultados anteriores indicam que o consumo de polifenois foi capaz 

de induzir constrição ductal prematura nos fetos de ovelhas e ainda alterações 

em biomarcadores de estresse oxidativo. Os polifenois enquanto antioxidantes 

exógenos possivelmente atuaram sinergicamente com as defesas 

antioxidantes endógenas contra o desequilíbrio nas EROs, exercendo um papel 

protetor, porém foram associados às alterações ecocardiográficas nos 
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corações fetais. Apesar desta dualidade, poderia se esperar que os polifenois 

desempenharam um efeito anti-inflamatório vascular mediado por NO nos 

animais, o que de fato foi observado neste estudo, que pode ter contribuído 

mais do que as alterações oxidativas. No entanto, não se pode excluir o efeito 

observado nos parâmetros de estresse oxidativo, que mostraram dano proteico 

nos animais apesar do consumo de polifenois, sendo que as espécies reativas 

não foram sequestradas pelas defesas antioxidantes e induziram dano 

oxidativo proteico, o qual pode ter contribuído para o desenvolvimento das 

alterações cardiovasculares prematuras observadas nos fetos, além do 

possível efeito anti-inflamatório. Neste contexto, muitos estudos apontam o 

envolvimento das EROs na indução de contrição do DA através da ativação de 

diferentes vias de sinalização, como a inibição de canais de potássio 

dependentes de voltagem e ativação da sinalização pela via da Rho-cinase, os 

quais estão associados a contração de músculo liso (MICHELAKIS et al., 2002; 

THÉBAUD et al., 2004; KAJIMOTO et al., 2007) além de alterar o estado redox 

mitocondrial (REEVE et al., 2001). 

O óxido nítrico (NO) é uma espécie reativa de nitrogênio com diversas 

propriedades biológicas, atuando como um vasodilatador, neurotransmissor e 

mediador da inflamação (DUSSE et al., 2005). O radical NO apresenta uma 

meia-vida sérica muito curta e reage com espécies reativas circulantes para 

produzir metabólitos inorgânicos mais estáveis, especificamente os nitritos e 

nitratos (ROMITELLI et al., 2007), que podem ser estimados como a razão de 

nitritos/nitratos (NOx). 

As ovelhas apresentaram uma diminuição nos níveis de NOx após o 

consumo de polifenois, o que indica um efeito vasoconstritor e anti-inflamatório. 
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Há estudos mostrando que durante a gravidez o NO é responsável por manter 

a abertura do ductus arteriosus, o que com a aproximação do parto acaba se 

invertendo, uma vez que o ducto fetal se torna menos sensível ao efeito 

dilatador do NO com o avanço da idade gestacional (ARCHER, 1996). Os 

resultados do presente trabalho indicam que os polifenois foram capazes de 

acelerar a constrição ductal fisiológica quando consumidos no final da gestação 

e portanto conduzir a uma constrição ductal prematura. Ainda, os presentes 

resultados não mostraram alterações de PGE2, no entanto outros 

biomarcadores relacionados às vias de biossíntese de prostaglandinas 

deveriam ser avaliados, como outras prostaglandinas, isoprostanos e ácido 

araquidônico séricos, ou as isoformas de ciclo-oxigenases em linfócitos 

(TAKAHASHI et al., 2000; KALLAPUR et al., 2011).  

Recentemente, Chen e colaboradores. (2012) propuseram que os 

isoprostanos seriam novos biomarcadores relacionados ao estresse oxidativo 

que são capazes de promover a constrição prematura do ductus arteriosus em 

ratos. Os autores mostraram que a exposição aos isoprostanos 8-iso-PGF2α e 

8-Iso-PGE2 foi capaz de induzir constrição do DA em fetos de ratos sob 

condições normais de oxigenação fetal através da atuação em receptores de 

tromboxano A2 (TxA2) (CHEN et al., 2012). Os isoprostanos são produzidos 

pelo dano oxidativo a lipídios de membrana, especialmente o ácido 

araquidônico, ao passo que as prostaglandinas são produzidas através da ação 

enzimática das ciclo-oxigenases. Diante disso, o consumo de polifenois deste 

estudo pode ter interferido principalmente com a síntese de isoprostanos em 

comparação com as prostaglandinas, indicando menor envolvimento da via 

mediada por ciclo-oxigenases. Esta preferência pela via dos isoprostanos se 
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justificaria pelo envolvimento do estresse oxidativo nesta via, especialmente 

devido ao caráter antioxidante e anti-inflamatório dos polifenois, e estudos 

adicionais devem ser realizados para confirmar este comportamento. 

Os estudos disponíveis na literatura em relação à dinâmica do ducto 

fetal tem como foco basicamente avaliar a influência de fármacos anti-

inflamatórios não esteroides (AINEs) ou glicocorticoides tanto na indução de 

constrição prematura do DA (RASANEN et al., 1995; LEVY et al., 1999; 

PALADINI et al., 2005) quanto nos casos de ductus arteriosus patente (DAP), 

nos quais busca-se o fechamento farmacológico do DA porque a patência do 

ductus arteriosus é mantida mesmo após o nascimento (SIVANANDAN et al., 

2013). Portanto, poucos estudos foram realizados na avaliação de constrição 

prematura do DA sem relação com ingestão de AINEs (ZIELINSKY et al., 2010; 

KAPADIA et al., 2010; ZIELINSKY et al., 2012), o que é relevante já que estes 

fármacos são anti-inflamatórios enquanto os polifenois em geral apresentam 

atividades anti-inflamatórias e antioxidantes, gerando efeitos diferentes.  

ZIELINSKY e colaboradores (2010) demonstraram que a ingestão de 

alimentos ricos em polifenois ao final da gestação foi capaz de induzir 

constrição prematura do DA em fetos humanos e recentemente os mesmos 

autores reportaram a reversão destes efeitos constritores do DA após a 

orientação às gestantes restringirem da dieta o consumo de alimentos ricos em 

polifenois (ZIELINSKY et al., 2012). Observações similares também foram 

feitas por KAPADIA e colaboradores (2010), que divulgaram um relato de caso 

onde houve o fechamento pré-natal do DA com a ingestão materna de um suco 

comercial rico em antocianinas e proantocianidinas.  
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Além do dano protéico através de proteínas carboniladas (PCO), este 

estudo apresenta correlações entre as alterações ductais com dano oxidativo a 

proteínas, sendo que PCO foi correlacionada com VS, VD e com o IP, 

indicando que a constrição ductal estava associada com o dano proteico, 

condiz com o aumento de EROs descrito para este período gestacional. Por 

outro lado, a peroxidação lipídica estava diminuída após o consumo de ARP 

pelas ovelhas, e foi demonstrado neste estudo correlações entre os três 

parâmetros ecocardiográficos e TBARS, corroborando a relação inversa de 

dano lipídico com as alterações ductais que no contexto geral sugere um efeito 

protetor dos polifenois contra o dano lipídico ao invés de contribuir para a 

constrição do ductus arteriosus. 

Ainda, demonstrou-se uma correlação positiva entre NOx e TBARS. 

Considerando que o consumo de polifenois diminuiu TBARS e que os 

polifenois também induziram uma redução dos níveis de NOx, pode-se explicar 

que os animais tratados com polifenois apresentando baixos níveis de NOx, e 

portanto um efeito anti-inflamatório, estariam com menor dano lipídico devido a 

um efeito antioxidante atribuído aos polifenois. Além disso, o NO e seus 

produtos nitritos e nitratos podem levar ao desenvolvimento de dano lipídico 

(O’DONNELL et al., 1999), logo baixos níveis de NOx seriam associados com 

menor peroxidaçao lipídica. 

 As velocidades sistólicas e diastólicas também apresentaram 

correlações negativas com os níveis de NOx além da correlação positiva entre 

IP e NOx. Estes achados corroboram nossos resultados da influência da 

diminuição nos níveis de NOx no desenvolvimento de constrição do ductus 

arteriosus em ovelhas prenhas após alto consumo de polifenois. 
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Além disso, o aumento na tensão de oxigênio que ocorre nos fetos 

durante o final da gestação com a aproximação do parto é responsável pela 

constrição fisiológica do DA (ARCHER, 1996, MICHELAKIS et al., 2002) em 

conjunto com o aumento na produção de EROs evidenciado com a 

aproximação do parto (MOCATTA et al., 2004) corroboram os presentes 

resultados do envolvimento do estresse oxidativo pela ativação de GPx e 

catalase no terço final da gestação de ovelhas, apesar do também constatado 

efeito antioxidante dos polifenois consumidos. As correlações entre VS e 

catalase assim como IP e GPx confirmam o envolvimento das enzimas 

antioxidantes na constrição ductal prematura. 

Ainda em relação às enzimas antioxidantes endógenas, pode-se inferir o 

comportamento antioxidante e anti-inflamatório do tratamento com polifenois 

através das correlações negativas entre NOx e GPx e entre NOx e catalase, 

mostrando que um aumento em ambas atividades enzimáticas foi associado 

com um efeito anti-inflamatório pela inibição de NO. Neste sentido, há relatos 

de que o NO é capaz de se ligar reversivelmente à catalase e inibi-la (BROWN, 

1995), explicando a alta correlação entre ambos os biomarcadores. 

Atualmente há necessidade de mais estudos através de modelos 

animais nos mecanismos que estão envolvidos na constrição ductal e o 

presente estudo não apenas indica que o consumo de polifenois na dieta é 

capaz de induzir constrição prematura do DA, mas também evidencia que a 

habilidade dos polifenois em modular uma vasoconstrição mediada por óxido 

nítrico está relacionada com a constrição ductal induzida por estes compostos. 

Ainda, até onde se sabe este é o primeiro estudo a demonstrar que os 

polifenois da dieta de fato atuam por um mecanismo anti-inflamatório baseado 
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na diminuição de NO em conjunto com a modulação de vias de sinalização de 

estresse oxidativo na indução de constrição prematura do ductus arteriosus. 

Por fim, os resultados deste trabalho indicam a importância em se 

realizar uma orientação dietética em relação ao consumo de alimentos ricos em 

polifenois ao final da gestação de modo a evitar constrição prematura do DA e, 

além disso, apontam para o envolvimento dos mecanismos anti-inflamatórios e 

antioxidantes dos polifenois no processo de constrição ductal prematura em 

ovelhas no terço final de gestação.  
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 Este estudo relata que o consumo de alimentos ricos em polifenois em 

ovelhas no terço final de gestação induz uma constrição prematura do 

ductus arteriosus. 

 Verificou-se um aumento na excreção de polifenois totais nas ovelhas 

após a administração de polifenois, confirmando os polifenois totais 

como bons biomarcadores para avaliar o consumo de polifenois na dieta 

além de garantir a absorção destes compostos após ingestão. 

 Houve alterações no sistema antioxidante endógeno através da redução 

nos níveis de tióis reduzidos não proteicos, que está relacionado com o 

aumento de EROs verificado com o aumento da idade gestacional e 

condizente com a redução na peroxidação lipídica, indicando um papel 

protetor dos polifenois contra o dano lipídico e ausência de relação com 

constrição ductal. 

 O dano proteico encontrou-se aumentado por meio de proteínas 

carboniladas, que também foi correlacionado com os parâmetros de 

constrição ductal, mostrando o envolvimento deste tipo de dano na 

constrição prematura do DA induzida por polifenois. 

 Os antioxidantes enzimáticos endógenos glutationa peroxidase e 

catalase estavam aumentados nos animais, sendo que ambos foram 

correlacionados com parâmetros de constrição ductal e apontando o 

envolvimento deste mecanismo na constrição prematura do DA.  

 Houve uma redução nos níveis de NOx nos animais tratados com 

polifenois, indicando o envolvimento de um mecanismo anti-inflamatório 

por trás da ação vasoconstritora dos polifenois que desencadeou a 

constrição prematura do DA nos fetos de ovelhas.    
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