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Sumario: A inflamagdo materna pode programar hipertensdo e disfungdes renais na idade
adulta, através de alteracdes na atividade da NADPH oxidase, inclusive devido a alteracdes
em sua resposta a angiotensina Il (ANG I1). Desse modo, investigamos a participagdo do
estresse oxidativo placentario e da NADPH oxidase nas alteracdes da hemodinamica renal
programadas pela inflamagdo materna induzida por lipopolissacarideo (LPS). O protocolo
experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPE (n°
23076.015422/2012-43). A inflamacdo materna programa alteracbes da resposta da
hemodinamica renal a ANGII associadas com hiperresponsividade vascular da arteriola
eferente. Essas alteragdes ocorrem em paralelo a um aumento da expressao proteica da
subunidade gp91P"™ da NADPH oxidase e do receptor AT; de ANGIl (AT:R). O
tratamento materno com a-tocoferol previne as alteragcbes na resposta da hemodinamica
renal a ANGII, em conjunto com recuperacdo da expressdo do AT;R. Além de recuperar
essas alteracOes, o tratamento com apocinina também recupera a expressdao normal da
gp91P". A inflamagdo materna programa hiperresponsividade da arteriola eferente 8 ANG
I1, através de alteracBes que podem envolver aumento da expressdo da NADPH oxidase e
de sua via regulatéria mediada pelo AT;R.
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INTRODUCAO

Perturbacbes do ambiente intrauterino, como processos inflamatérios maternos, tém sido
correlacionadas com surgimento de doengas na vida adulta, como hipertenséo e doenca
renal (Fowden et al., 2006). Um fator comum a essas alteracdes das fungdes fisiologicas
relacionadas com a programacdo intrauterina € a elevacdo do estresse oxidativo durante o
desenvolvimento (Luo et al., 2006). A elevacdo do estresse oxidativo também tem sido
observado em paralelo com alteracdes de funcédo renal e hipertensdo na vida adulta (Touyz
et al. 2004; Vieira-Filho et al., 2009). Uma forma do estresse oxidativo perturbar os niveis
pressoricos envolve o aumento da resisténcia vascular renal e alteracdo da hemodindmica
renal (Kopkan & Majid, 2006). A NADPH oxidase é a principal fonte de produgéo de
espécies reativas do oxigénio em diversos tipos celulares ndo-fagociticos, como o tecido
vascular (Kitada et al., 2003), e pode ser modulada por diversos autacoides, inclusive a
angiotensina Il (ANGII). Desse modo, investigamos a participacdo do estresse oxidativo
placentéario e da NADPH oxidase na hipertensdo e nas alteracdes da hemodinamica renal
programadas pela inflamacéo materna induzida por lipopolissacarideo (LPS).

MATERIAIS E METODQS
O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da UFPE (n° 23076.015422/2012-43). Ratas Wistar (90 dias — 200-250 g; n=10/grupo)
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foram tratadas com NaCl 0,9% (Controle — C; 500 upL/kg de peso corporeo, via
subcutanea) ou LPS (L; 0,5 mg/kg de peso corporeo, via subcutanea) nos dias 13, 15, 17 e
19 de prenhez (Graciarena et al., 2010). Simultaneamente, a partir do 13° dia de gestacao,
fémeas de ambos os grupos (n=5/grupo) foram submetidas ao tratamento diario com 6leo
de milho (Veiculo — V; 1 mL/kg de peso corpdreo, por gavagem) ou com o antioxidante o-
tocoferol (T; 350 mg/kg de peso corpdreo, por gavagem). Dessa forma, foram formados 4
grupos experimentais (n=7-10/grupo): CV, LV, CT e LT. A partir das 30 semanas de vida,
durante 4 semanas, parte da prole Controle e LPS (n=7-10/grupo) foi tratada diariamente
com o inibidor da NADPH oxidase, apocinina (A; 100 mg/kg de peso corpéreo, na agua de
beber), formando os grupos CVA e LVA. A pressdo arterial sistolica (PAS) foi avaliada,
em todos 0s grupos experimentais, antes e ap0s esse periodo. Na 342 semana de vida, a
prole (n=7-10/grupo) foi submetida & avaliacdo da hemodinamica renal, sob condi¢6es
basais e na presenca de ANGII (100 ng/kg de peso corpGreo por minuto, i.v.). Foram
avaliados parametros como: fluxo plasmatico renal (FPR), ritmo de filtracdo glomerular
(RFG), resisténcia vascular renal (RVR) e fracdo de filtracdo (FF). Ao fim do
procedimento, foi realizada a coleta do tecido renal cortical para avaliacdo da expressao
das subunidades gp91P"™ da NADPH oxidase e do receptor AT, da ANGII (AT:R).

RESULTADOS

Na 302 semana de vida, os ratos obtidos de fémeas que receberam tratamento com LPS
durante a gestacdo (grupo LV) apresentaram PAS 12% maior (P<0,05) do que o grupo CV.
Essa alteracdo ainda pode ser observada na 342 semana de vida. O tratamento materno com
0 o-tocoferol impediu a programacdo da elevacdo da PAS induzido pela inflamacéo
materna (LT < LV; P<0,05), da mesma forma que o tratamento com apocinina (LVA <
LV; P<0,05). Na 34? semana de vida, os animais foram submetidos ao procedimento
experimental para avaliagcdo dos parametros de hemodindmica renal em condigdes basais e
na presenca de ANGII. Sob condi¢bes basais, ndo foi observada nenhuma diferenca
estatistica nos parametros de hemodinamica renal dos grupos experimentais. Por outro
lado, a hemodinamica renal dos grupos experimentais apresentaram diferentes respostas a
ANGII (Figura 1). O grupo CV apresentou 20% diminui¢do no RFG durante a infuséo de
ANGII, enquanto que o grupo LV apresentou elevacdo de 15% (P<0,05) do RFG. Dessa
forma, a variacdo do RFG (ARFG) em reposta a ANGII foi diferente entre os grupos CV e
LV (Figura 1A). Além disso, o0 grupo LV apresentou maior elevagdo da FF (AFF) em
resposta & ANGII do que o grupo CV (Figura 1D). A resposta dos demais parametros
(RVR e FPR) a angiotensina Il foi semelhante em todos os grupos experimentais (Figura
1B e C). Tanto o tratamento materno com a-tocoferol, como o tratamento com apocinina
na vida adulta, foram capazes de prevenir/recuperar as alteracbes na ARFG e AFF em
resposta @ ANGII induzidas pelo LPS (Figura 1A e D). Adicionalmente, os ratos obtidos de
fémeas que receberam o tratamento com LPS durante a gestacdo (grupo LV) apresentaram
maior expressdo (cerca de 50% P<0,05) da gp91lphox e do AT1R do que o grupo CV
(Figura 2A e B). O grupo LT apresentou expressdo da gp91°"* semelhante ao grupo LV
(Figura 5A), contudo apresentou menor expressao do AT;R (Figura 2B). Por outro lado, os
animais LPS tratados com apocinina (LVA) apresentaram menor expressao tanto da
gp91P"* como do AT;R, em relacdo ao grupo LV (Figura 2A e B).
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Figura 1. Variagdo (A) dos valores dos parametros da hemodinamica renal em resposta a
infusdo continua endovenosa de angiotensina Il (100 nmol/kg de peso corpéreo) avaliada
as 34 semanas de vida. A. Variacdo do ritmo de filtracdo glomerular (ARFG). B. Variacédo
do fluxo plasmaético renal (AFPR). C. Variacdo da resisténcia vascular renal (ARVR). D.
Variacdo da fracdo de filtracdo (AFF). Resultados expressos como meédia + EPM.
Diferencas estatistica entre grupos avaliada através da analise de variancia de duas vias
seguida pelo teste de Bonferroni: * P < 0,05 Vs. CV; T P < 0,05 Vs. LV.
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Figura 2. Expressdo proteica da subunidade gp91phox da NADPH oxidase (A) e do
receptor AT, da ANGII (B) no cortex renal. Resultados expressos como média £ EPM.
Diferencas estatistica entre grupo avaliadas atraves da ANOVA de duas vias seguido pelo
teste de Bonferroni: * P < 0,05 Vs. CV; TP < 0,05 Vs. LV.

DISCUSSAO
O efeito protetor do a-tocoferol sobre a elevacdo dos niveis pressoricos induzida pelo LPS
reforca a participacdo do estresse oxidativo no ambiente intrauterino como mecanismo de
programacdo da hipertensdo. Além disso, esses resultados indicam que a hipertensdo é
mediada pela producgdo de superoxido mediada pela NADPH oxidase. A NADPH oxidase
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apresenta uma grande importancia para modulacdo da pressao arterial tanto por efeitos
sistémicos como por efeitos na fungéo renal (Kitada et al., 2003). O aumento do RFG e a
maior FF em resposta a ANGII apresentados pelo grupo programado pelo tratamento
intrauterino com LPS sugerem a presenca de uma hiperresponsividade da arteriola eferente
a ANGII. Alem disso, o efeito protetor da apocinina indica que a hiperresponsividade é
mediada por um aumento na atividade da NADPH oxidase. Podemos perceber que o efeito
protetor do tratamento materno com a-tocoferol pode ter envolvido reprogramacao da
expressdo proteica do AT;R no cdértex renal, enquanto que os efeitos da apocinina
envolveram tanto a recuperacdo da expressdo normal da gp91°" quanto do AT3R.

CONCLUSOES

A inflamacdo materna programa elevacdo dos niveis pressoricos e hiperresponsividade da
arteriola eferente a ANG Il. Essas disfuncbes parecem envolver alteracbes na via de
producdo de superéxido mediada pela NADPH oxidase. No tecido renal, essa mudanca
pode decorrer de alteragdes na expressao da subunidade catalitica da oxidase, bem como,
por alteracGes na via de sinalizacdo da ANGII. Além disso, é refor¢ada a hipdtese de que o
estresse oxidativo € um dos fendmenos subjacentes ao mecanismo de programacdo da
hipertensdo e da disfuncéo renal na vida adulta.
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