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Sumario: Desnutricdo materna diminui 0 peso corporeo no nascimento e pode induzir
hipertensdo e disfungédo renal na idade adulta. Neste trabalho investigamos se a prole
jovem, aos 30 dias de idade, j& apresenta elevacdo da pressdo arterial. Ratas Wistar
foram mantidas, durante a prenhez, com dieta ad libitum, o grupo controle, ou com 50%
de restricdo dietética. Ambos grupos de maes receberam em paralelo, veiculo, ou a-
tocoferol, ou tempol, ou ambos, a-tocoferol + tempol. Marcadores de estresse oxidativo
no rim e a pressdo arterial média (PAM) foram avaliados na prole, apenas nos filhotes
machos, aos 30 dias de idade. A restricdo dietética diminuiu o peso de nascimento e
também o nimero de néfrons. Nos grupos tratados com os antioxidantes estes
parametros se apresentaram similares aos de animais normonutridos. Os marcadores de
estresse oxidativo indicam que a restricdo dietética materna tornou a prole néo
responsiva aos efeitos antioxidantes do a-tocoferol e tempol. A PAM apresentou-se
semelhante entre os grupos estudados. Em resumo, apesar do numero de néfrons
diminuido, os animais submetidos a restricdo dietética ndo apresentaram elevacdo da
PAM na idade de 30 dias, o que indica que a elevacdo dos niveis pressoricos neste
modelo pode ocorrer em faixa etaria mais tardia.
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INTRODUCAO

Estudos epidemiol6gicos e experimentais indicam que o ambiente materno influencia o
peso de nascimento e pode programar doencas crénica-degenerativas. (Remacle et al.,
2004). Nossos resultados apontam que a administracdo de a-tocoferol durante a
gestacdo, em paralelo com a desnutricdo, pode prevenir alteracdes renais estruturais que
previnem a hipertensdo induzida pela desnutricdo materna (Vieira-Filho et al., 2011).
Neste trabalho investigamos se a restricdo dietética materna altera o estresse oxidativo
renal e os niveis pressoricos em ratos jovens, com 30 dias de idade. Adicionalmente,
investigamos o efeito do a-tocoferol, comparando-o com o tempol, um agente mimético
da superoxido dismutase, sobre 0s mesmos parametros, associados ou nao a desnutricao
materna.

MATERIAS E METODOS
O procedimento com uso de animais foi aprovado pelo Comité de FEtica em
Experimentagdo animal, sob o ndmero 23076.009682/2011-07. Neste trabalho a
desnutricdo materna foi induzida através de 50% de restricdo dietética, durante toda
prenhez para investigar a prole aos 30 dias de idade, e em paralelo com a administragao
de dois agentes antioxidantes, o a-tocoferol e o tempol. Ratas Wistar foram acasaladas,
e apos a deteccdo de espermatozoides no esfregaco vaginal, passaram a ser mantidas
com dieta ad libitum, o grupo controle (C) ou com 50% de restri¢do dietética (R). Cada
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grupo de maes foi tratado com veiculo (V), ou com a-tocoferol (Toc, 350 mg/kg/dia,
por gavagem), ou com tempol (T, 30 mg/kg/dia, dissolvido na &gua), ou com ambos
antioxidantes, o grupo Toc+T. Assim foram gerados os grupos: CV, RV, CToc, RToc,
CT, RT, CToc+T e RToc+T. Apds o desmame e até atingir 30 dias de idade a prole teve
acesso ad libitum a racéo e agua.

Presséo artéria média

Os animais foram anestesiados com pentobarbital sodico (60mg/kg) para cateterizacao
da artéria carétida, a qual foi conectada a um transdutor de pressdo acoplado a um
sistema de aquisicdo de pressao arterial (Power Lab, 8/30, ML866, AD Instruments,
Australia) e a um computador onde pode ser visualizado as medidas obtidas. A pressao
arterial média (PAM) foi continuamente mensurada durante 20 minutos.

Estresse oxidativo renal

O estresse oxidativo no rim foi avaliado através da expressido de gp91P"®™ uma
subunidade da NADPH oxidase, por Western blotting, através dos niveis de
malondialdeido (MDA) (Ohkawa et al., 1979) e também pelos niveis de glutationa
reduzida (GSH) (Sedlak & Lindsay, 1968), um substrato antioxidante.

Presenca de angiotensina Il: Os rins foram coletados e parte do tecido foi fixado para
deteccdo de células positivas para angiotensina |1, através de imunohistoquimica. Estas
células foram contadas em 30 glomérulos/corte. E na regido tdbulo-intersticial, o
namero de células positivas para angiotensina Il foi contado em 30 campos/corte que
mediam 0,245 mm?.

NUmero de néfrons: Os glomérulos foram contados em 30 campos na regido cortical
do rim, cada campo com medida de 0,15mm?, depois da imagem ter sido captada em
um microscopio por uma camera.

RESULTADOS
Pressdo arterial e marcadores do estresse oxidativo
Né&o foi detectada nenhuma alteracdo na pressdo arterial média aos 30 dias de idade. A
subunidade da NADPH oxidase, gp91”"™ também ndo foi alterada pela restricio
dietética, nem pelos tratamentos com a-tocoferol ou tempol (Tabela 1). O a-tocoferol e
0 tempol diminuiram os niveis de MDA nos animais controle (comparar CToc, CT e
CToc+T vs CV, Tabela 1), mas ndo o fizeram nos grupos submetidos a restricdo
dietética (compara RToc e RT vs RV, Tabela 1). Apenas a associagdo a-tocoferol e
tempol diminui os niveis de MDA nos animais submetidos a restricdo dietética
(comparar RToc+T vs RV). A restricdo dietética apenas ndo afetou este parametro (RV
vs CV, Tabela 1). A restricdo dietética diminuiu os niveis de GSH no rim da prole
(comparar RV vs CV, Tabela 1), o que indica diminuicdo da defesa antioxidante no
6rgdo. O a-tocoferol e o tempol também reduziram os niveis de GSH no grupo controle
(comparar CToc e CT vs CV, Tabelal), provavelmente porque diante da acdo
antioxidante destas substancias niveis menores de GSH s&o sintetizados.
Numero de néfrons e nimero de células positivas para angiotensina Il na area
tubulo intersticial
Na Figura 1 estdo apresentados os dados da contagem de néfrons. Os animais cujas
mées foram submetidas a restricdo dietética, durante a gravidez, apresentaram uma
reducdo significativa no ndmero de néfrons, quando comparados aos animais
normonutridos (RV vs. CV). O a-tocoferol ndo foi capaz de recuperar 0 numero de
néfrons (RToc vs. RV). Por outro lado, o tempol teve este efeito (RT vs RV). Nenhum
dos antioxidantes afetou a nefrogénese na prole normonutrida (CToc vs. CV, CT vs. CV
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e CToc+T vs. CV). O namero de células positivas para angiotensina Il apresentou-se
aumentado o grupo RV (Figura 2).

Tabela 1: Presséo arterial média (PAM) e expressdo de gp91P"** (NOX-2) em ratos
de 30 dias de idade.

gpglphOX ’ %

PAM, ~
Grupos mmHg em relacao
ao CV MDA GSH
CV (n=10) 1054 100 0,41+0,02 22,53+259
RV (n=8) 99+3 95,0+13,1 0,41+0,06 13,07 +0,55*

CToc(n=8) 1055  1045+295 (29+001* 11.00+ 0.55*
RToc(n=4) 1103  97,3%174 (314002 16,56+ 252
CT(n=7) 99+2  1483+473 (354004* 12,81+ 139
RT (n = 12) 107+3  1030£126 (35+002 1586+ 148
CToc+T (N=7)  107+4  1150£233 (244+002* 1573 +0095

RToc+T (n=5) 103+3 100,1 + 16,7 0,36 + 0,031 20,92 * 6,26
Dados sdo média = EPM. P < 0.05: * vs. CV, T vs. seu respectivo grupo
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Figura 1. A) Numero de néfrons em rins de ratos com 30 dias de idade. B) Células
positivas para angiotensina Il na regido do intersticio tubular. Dados expressos
como média + E.P.M. p<0,05: vs CV; #vs RV.

DISCUSSAO

Nem a restricdo dietética, nem os antioxidantes durante o periodo pré-natal foram
capazes de alterar a expressdo de gp91°"®™, também denominada NOX-2, no rim de ratos
30 dias. Embora os niveis de angiotensina Il tenham se apresentado elevados na regido
tubulo-intersticial em animais submetidos a restricdo dietética, a expressao da gp91P™
ndo se apresentou elevada. O que indica que a angiotensina Il pode apenas aumentar a
atividade da NADPH oxidase sem afetar sua expressdo (Touyz et al., 2005).

E digno de nota o fato do nimero de néfrons estar reduzido e o nimero de células
positivas para angiotensina estar elevado no grupo RV, sem no entanto se observar
elevacdo da pressao arterial. A limitagdo do metodo de mensuracdo pela condigédo
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anestésica pode ser a razdo. No entanto, existem dados que mostram que a restricdo
dietética da ordem de 50% ndo induz elevacdo da pressdo, mesmo em animais
acompanhados por até um ano de idade, atraves de telemetria (Hoppe et al., 2007). Aos
30 dias de idade a prole submetida a restricdo dietética ainda ndo é hipertensa embora
na vida adulta esses animais podem desenvolver hipertensdo como € subsidiado por
diversos autores que correlacionam baixo peso ao nascer e hipertensdo na vida adulta
(Remacle et al., 2004; Vieira-Filho et al., 2011).

CONCLUSOES
Os presentes dados mostram que a restricdo dietética materna ndo afetou o estresse
oxidativo renal, nem os niveis pressoricos aos 30 dias de idade, embora tenha reduzido
0 numero de néfrons e aumentado o ndmero de células positivas para angiotensina Il. O
a-tocoferol e o tempol reduziram os niveis de malondialdeido em ratos normonutridos,
mas ndo o fizeram em animais submetidos a restri¢do dietética durante a vida pré-natal,
0 que indica que estes animais estdo vulneraveis a elevacao do estresse oxidativo.
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