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Sumario: A inflamacdo materna, através da elevacdo do estresse oxidativo placentario,
pode programar hipertensdo atraves de aumento do estresse oxidativo e deposi¢do de
tecido fibrético no rim na vida adulta. Desse modo, investigamos a influéncia da
inflamacdo materna induzida por lipopolissacarideo (LPS) sobre a programacdo destas
alteracdes, na presen¢a e na auséncia de tratamento com a-tocoferol, um reconhecido
antioxidante. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da UFPE (n°® 23076.015422/2012-43). A inflamacdo materna
durante a gestacdo prejudica o desenvolvimento fetal dos ratos e programa hipertenséo na
vida adulta. Em paralelo, ocorre elevacdo da proteinuria, da deposicdo de colageno, da
expressdao da NADPH oxidase e da atividade da isoforma 2 da metaloproteinase de matriz
no rim. O tratamento simultaneo com a-tocoferol previne as alteragdes induzidas pelo LPS.
Esses resultados reforcam a participacdo do estresse oxidativo placentario no mecanismo
de programacdo da hipertensdo na vida adulta. Ainda podemos sugerir que a presenca de
alteracdes nas vias de regulacdo da degradacdo de matriz extracelular na vida adulta
favorecem ao desenvolvimento de disfuncéo renal e ao estabelecimento da hipertenséo.

Palavras-chave: a-tocoferol; desenvolvimento fetal; fibrose renal; inflamacdo; NADPH
oxidase.

INTRODUCAO

O desenvolvimento intrauterino representa uma janela na qual o organismo esta suscetivel
a programacao de hipertenséo na vida adulta (Fowden et al., 2006). A elevacgéo do estresse
oxidativo no ambiente intrauterino tem sido apontada como um fator importante no
mecanismo de programagao (Luo et al., 2006). Na vida adulta, a hipertenséo pode decorrer
de alteracGes de alteracbes da funcdo renal, dentre elas, a inducdo de fibrose glomerular e
tubulointersticial (Griffin, 2006). A formacao de tecido fibrético no rim é influenciada em
grande parte pela degradacdo de matriz extracelular dependente da atividade de
metaloproteinases de matriz (MMPs — matrix metalloproteinases) (Han et al., 2006). Por
outro lado, individuos hipertensos apresentam uma importante correlacdo entre os niveis
pressoricos e a producdo de espécies reativas do oxigénio (ROS — reactive oxygen species)
(Touyz et al., 2004). A NADPH oxidase € a principal fonte de producdo de ROS em
diversos tipos celulares ndo-fagociticos e pode contribuir de forma importante para a
fibrose renal (Zhao et al., 2008). Devido a importancia da elevagdo do estresse oxidativo
na programacao intrauterina e no mecanismo de geracdo das patologias programadas, a
vitamina E pode ser uma ferramenta promissora na reprogramacao, pela sua capacidade
antioxidante. Com base nessas evidéncias, a elevagdo do estresse oxidativo placentério
pode programar elevacdo do estresse oxidativo renal, hipertensdo e deposicdo de tecido
fibrético no glomérulo na vida adulta da prole. Desse modo, investigamos a influéncia do
estresse oxidativo placentario sobre tais parametros, através da inducdo da inflamacao
materna durante a gestacdo, na presenca e na auséncia de tratamento com a-tocoferol.
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MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados ratos Wistar, mantidos sob condi¢cfes ideais no Biotério Setorial do
Departamento de Fisiologia e Farmacologia da UFPE. O protocolo experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de
Pernambuco (processo n° 23076.015422/2012-43). O processo inflamatério foi induzido
em ratas através da administracdo subcutanea de lipopolissacarideo (LPS — grupo L, n=20;
0,5 mg/kg de peso corporeo, s.c.) nos dias 13, 15, 17 e 19 de prenhez. O grupo de fémeas
Controle recebeu tratamento com NaCl 0,9% (grupo C, n=20; 1 mL/kg de peso corporeo,
s.c.) nos mesmos dias. A partir do 13° dia de gestacdo, fémeas de ambos o0s grupos foram
submetidas ao tratamento oral diario com a-tocoferol (T, 350 mg/kg de peso corpdreo; CT,
n=8; e LT, n=8) ou 6leo de milho(veiculo — V, 1 mL/kg de peso corpdreo; CV, n=12; e
LV, n=12). Ap06s o nascimento, a prole foi reduzida a nimero maximo de 8 animais por
ninhada e foram formados os seguintes grupos (n=20-23/grupo): CV, LV, CT e LT. A
partir de 12-13 semanas de vida, os animais foram submetidos durante 4-6 semanas a
avaliacdo quinzenal da pressdo arterial sistdlica (PAS) e a coleta de urina em gaiola
metabolica, para avaliacdo da excrecdo de proteina. Parte da prole (n=10-15/grupo) foi
submetida a coleta do tecido renal para mensuragdo do estresse oxidativo renal, avaliacdo
da expressdo proteica da subunidade catalitica gp91°"** da NADPH oxidase e avaliacdo da
deposicdo de coldgeno no cortex. A outra parte da prole (n=8-10/grupo) teve o0s rins
coletados para isolamento dos glomérulos para avaliacdo da atividade das isoformas 2 e 9
das MMP (MMP-2 e MMP-9). A avaliacdo da PAS foi realizada através de pletismografia
da cauda. O estresse oxidativo foi estimado pela avaliacdo da peroxidacdo lipidica, através
da dosagem de substancias reativas ao acido tiobarbitdrico, e pela dosagem dos niveis de
glutationa reduzida (GSH), através da dosagem de grupamentos sulfidrilas ndo-proteicos.
A expressdo da subunidade gp91°"™ foi imunodetectada em homogenato de tecido cortical
através de Western blotting. A atividade das MMPs foi avaliada através da zimografia. A
deposicdo de colageno foi quantificada realizados cortes histoldgicos corados com Picro
Sirius red. Os dados foram apresentados como média + EPM. Apos a verificacdo da
normalidade das amostras, foi realizada a andlise estatistica e as diferencas consideradas
significativas para P<0,05.

RESULTADOS

O peso corpdreo apds 0 nascimento da prole submetida a inflamacéo intrauterina (LV) foi
cerca de 7% menor (P<0,05) do que o grupo CV. O grupo CT apresentou peso corporeo
apos o nascimento semelhante ao grupo CV, contudo o grupo LT apresentou valor 10%
superior (P>0,05) aos animais LV e semelhante ao grupo CV. Néao foram observadas
diferencas no peso corpdreo, peso renal, consumo de agua e racédo e diurese da prole na 182
semana de vida. Por outro lado, a prole LV apresentou niveis elevados de PAS (Figura 1A)
e de excrecdo urinaria de proteina (Figura 1B) em relacdo ao grupo CV na vida adulta. O
tratamento materno com a-tocoferol preveniu tanto a elevacdo da PAS quanto a elevagéo
da proteindria induzidas pela inflamacéo materna (Figura 1A e B). A expressao protéica no
cortex renal da subunidade catalitica gp91°"™* da NADPH oxidase foi mais elevada
(p<0,05) no grupo LV do que no grupo CV (Figura 2), assim como a densidade de
colageno no cortex renal (Figura 3A) e a atividade da MMP-2 no glomérulo (Figura 3B).
N&o foram observadas diferencas significantes na atividade da MMP-9 entre os grupos
experimentais. Por outro lado, o tratamento materno com a-tocoferol preveniu o aumento
da expressdo da gp91P"*, da deposicao de coldgeno e da atividade da MMP-2 (Figuras 2 e
3).
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Figura 1. Pressdo arterial sist6lica da prole acompanhada das 14 as 18 semanas
de vida (A) e excrecao urinaria de proteina da prole com 18 semanas de vida (B).
PC = peso corporeo. Resultados expressos como média + EPM. Diferengas
estatisticas entre grupo avaliadas através do teste ANOVA de duas vias seguido

pelo teste Bonferroni: * P<0,05 vs. CV; T P<0,05 vs. LV.
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Figura 3. Avaliagdo da densidade de colageno no cdrtex renal (A) e da atividade das
metaloproteinases de matriz 2 e 9 (MMP-2 e 9) em glomérulos isolados da prole (B)
com 18 semanas de vida. Resultados expressos como média + EPM. As diferengas
estatisticas na densidade de colagenos entre grupos foram avaliada através do teste
ANOVA de duas vias seguido pelo teste Bonferroni, enquanto que as diferencas
estatisticas nas atividades das MMPs foram avaliadas pelo one sample t test; * P<0,05
vs. CV; 1 P<0,05 vs. LV.

DISCUSSAO
Nossos dados reforcam o papel do estresse oxidativo no mecanismo de retardo do
desenvolvimento fetal e programacdo de hipertensdo na vida adulta, devido aos efeitos
protetores do tratamento materno com a-tocoferol sobre as alteragdes induzidas pelo LPS.
A elevacdo do estresse oxidativo no ambiente intrauterino também parece estar envolvido
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com a programacao de hipertensdo na vida adulta em outros modelos experimentais
(Vieira-Filho et al., 2014). Na vida adulta, foram observadas alteraces induzidas pela
inflamacdo materna compativeis com danos na integridade da barreira de filtracdo
glomerular, como proteindria elevada e deposicdo de matriz extracelular. Essas alteraces
podem ter decorrido de um aumento da fibrose renal estimulada por uma maior producéo
de superéxido mediada pela gp91”"™ e por alteracdes na via de degradacdo de matriz
extracelular dependente da MMP-2. Achados semelhantes sdo observados em modelos de
doenca renal cronica (Han et al., 2006; Zhao et al., 2008). A prevencdo da elevagdo dos
niveis pressoricos e das disfuncdes renais observada nos animais tratados com o0 a-
tocoferol pode ter envolvido a recuperacdo das alteracbes na expressdo da gp91phox e da
atividade da MMP-2.

CONCLUSOES

A inflamacdo materna durante a gestacdo prejudica o desenvolvimento fetal dos ratos e
programa hipertensdo e disfuncdo renal na vida adulta. O mecanismo de programacéo
parece envolver a elevagdo do estresse oxidativo no ambiente intrauterino e perda de
integridade da barreira de filtracdo glomerular e fibrose renal. Esses eventos, por sua vez,
podem ser decorrentes de aumento da producdo de superoxido mediada pela NADPH
oxidase, assim como, por alteracdes na regulacdo da degradacdo de matriz extracelular
mediada pela MMP-2.
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