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1.0 INTRODUCAO

1.1 HIPERTENSAO ARTERIAL E O ENDOTELIO

A hipertensao arterial € uma doenca de origem multifatorial e assume maior
importancia clinica devido a elevada incidéncia (20% da populacdo mundial é
hipertensa) e ao risco cardiovascular que representa. A hipertensao arterial pode ser
considerada a principal responsavel por doencas coronarianas, cerebrais e
vasculares renais, sendo a principal causa de morte entre adultos (PICKERING,
1995).

Esta doenca se caracteriza, na sua fase croénica, por débito cardiaco normal e
resisténcia periférica total aumentada. Admite-se que o aumento da resisténcia
periférica total possa ser causada por aumento da contracdo propriamente dita ou
por diminuicdo do relaxamento, por modificacfes estruturais na vasculatura ou por
ambos. Nestas situacdes, o endotélio vascular tem participacdo importante.

A célula endotelial representa mais do que uma simples barreira de difusédo
entre substancias do sangue para os tecidos, ela se constitui em verdadeiro érgao
endocrino liberando substancias vasoativas. A descoberta da participacdo do
endotélio na modulacdo do tono vascular foi feita em aorta por FURCHGOTT &
ZAWADZKI (1980) que demonstraram que o relaxamento induzido pela acetilcolina
(ACh) era totalmente dependente da presenca e integridade da célula endotelial e

gue esta agia estimulando a sintese de um fator vasodilatador o qual foi



denominado: fator relaxante derivado do endotélio (EDRF) do inglés, “Endothelium-
Derived Relaxing Factor” (FURCHGOTT & ZAWADZKI, 1980). Posteriormente, foi
demonstrado que este fator € o 6xido nitrico (NO) (PALMER et al., 1987) e que era
liberado pela ACh apds interagcdo com receptores muscarinicos Ms; da célula
endotelial (BRUNING et al., 1994). O NO é sintetizado na célula endotelial a partir do
aminoacido L-arginina pela acdo da enzima NO sintase endotelial (MONCADA et al.,
1991), difunde-se para o musculo liso vascular onde exerce efeito vasodilatador. E
liberado em condi¢cBes basais, apds estimulagcdo por agentes quimicos e por forcas
mecanicas como a forca de cisalhamento (“shear stress”) e o fluxo sanguineo.
Outras substancias vasodilatadoras foram descritas como dependentes do
endotélio: ionoforo de calcio, ADP, ATP, bradicinina, trombina e alguns metabdlitos

do acido araquidénico (FURCHGOTT, 1983).

Além do NO, o endotélio produz outro fator relaxante denominado fator
hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF), do inglés “Endothelium-Derived
Hyperpolarizing Factor” (FELETOU & VANHOUTTE, 1988), o qual é liberado pela
ligagdo da ACh aos receptores muscarinicos do tipo M1 na célula endotelial
(TAYLOR et al., 1988). O EDHF causa relaxamento vascular via hiperpolarizacéo da
membrana do musculo liso vascular, através da abertura de canais de K.
Contrariamente ao EDRF, o EDHF néo é liberado em condi¢bes basais, mas por
estimulos como os induzidos pela acetilcolina, bradicinina, nucleotideos de

adenosina, histamina, trombina e substancia P (CHEN et al., 1991).

Além dos fatores relaxantes, o endotélio também sintetiza fatores contrateis,
gue sédo denominados EDCF, do inglés “Endothelium-Derived Contracting Factor”,

dentre os quais podemos citar: prostaglandinas vasoconstritoras (PGH,, PGF2,),



tromboxana A, (TXA,), endotelinas e espécies reativas de oxigénio, tal como anion
superoxido (VANHOUTTE, 1997).

Sumarizando, a célula endotelial libera, em resposta a diferentes estimulos
fisicos e quimicos, fatores de relaxamento e de contracao que modulam, momento a
momento, a reatividade vascular. O perfeito equilibrio entre estes fatores caracteriza
a resposta vascular normal. Por outro lado, em algumas situacdes patoldgicas, como
na hipertensdo arterial, a célula endotelial torna-se ndo funcional (VANHOUTTE et
al., 1995). A disfuncédo endotelial observada nessa situacédo pode ser decorrente da
reducdo da liberacéo de fatores relaxantes e/ou aumento de vasoconstritores pela
célula endotelial. Portanto, um desequilibrio da producéo e/ou liberacdo de EDRF e
EDCF pode estar contribuindo para a génese e/ou manutencdo da hipertensao

arterial.

1.2 INFLUENCIA DA DESNUTRIGAO INTRA-UTERINA NA HIPERTENSAO

ARTERIAL

A desnutricdo intra-uterina possui causas complexas, onde fatores maternos,
fetais e placentarios podem estar envolvidos. Dentre os fatores maternos, podemos
incluir a desnutricdo como sendo 0 mais comum e o de maior importancia. De fato,
se considerarmos que 0 crescimento se inicia ha concepgao, e nao no nascimento, a
dieta materna durante a gestacdo torna-se importante elemento para o perfeito

aproveitamento do potencial genético fetal.



As necessidades do embrido sdao minimas, mas como essa fase inicial é
marcada por intenso crescimento hiperplasico, é imprescindivel o fornecimento
adequado de nutrientes para que ndo ocorram danos celulares irreversiveis.
Portanto, nessa fase o feto € extremamente vulneravel a qualquer grau de
deficiéncia nutricional. Por outro lado, nos estagios finais de desenvolvimento,
guando predomina o crescimento hipertrofico, os danos sao menos definitivos e
acarretam, principalmente, reducédo do peso fetal. Assim sendo, os periodos finais da
gestacdo sdo menos suscetiveis aos efeitos deletérios da desnutricdo materna. Isto
sugere que a fase da gestacdo em que ocorre a desnutricdo € determinante no
aparecimento de alteracdes irreversiveis nos tecidos e orgaos fetais (CAMPBELL et
al., 1996).

O retardamento do crescimento fetal, ocasionado pela desnutricdo intra-
uterina, € caracterizado por diminuicdo do peso ao nascer, reducdo das
circunferéncias craniana e do abdémen e aumento do peso da placenta. Alguns
autores tem considerado que esse aumento da placenta ocorra para compensar o
fornecimento inadequado de nutrientes durante a gestacédo, e aumentar, assim, a
disponibilidade de nutrientes ao feto (CAMPBELL et al., 1996; BAUER et al., 1998;
LUMEY, 1998).

Atualmente, os efeitos deletérios promovidos pela desnutricdo intra-uterina
tem sido colocados em evidéncia devido & graves repercussfes detectadas nas
fases iniciais da vida, e também aos diversos trabalhos na literatura que demonstram
que, futuramente, essas criancas passam a desenvolver uma série de enfermidades.
A desnutricao intra-uterina tem sido apontada como uma das principais causas de

morbidez nas primeiras horas apds o nascimento. Além disso, trabalhos clinicos tem



demonstrado que criangcas submetidas a desnutricdo intra-uterina sdo mais
propensas a desenvolver hipertensdo arterial e também apresentam maior
mortalidade por doencas cardiacas quando atingem a maturidade (BARKER et
al.,1993; LAW et al., 1993; BARKER, 1996).

Embora ainda ndo sejam conhecidos 0s mecanismos exatos pelos quais a
desnutricdo intra-uterina possa levar ao desenvolvimento de doencas
cardiovasculares na vida adulta, dados na literatura tem sugerido que alteragdes
permanentes do metabolismo, fisiologia e sistema humoral do feto, possam
“programar” o desenvolvimento tardio dessas enfermidades. Esse fendmeno pode
ser interpretado como a tentativa do feto em se adaptar ao novo ambiente pobre em
nutrientes, permitindo sua sobrevivéncia & custas de modificacdes permanentes em
suas estruturas e orgaos vitais (BARKER et al.,1993; GODFREY & BARKER, 1995;
LANGLEY-EVANS et al., 1996; BARKER, 1998; SHERMAN et al., 1999). De fato,
determinadas alteracbes ocorridas durante a vida fetal podem, realmente, exercer
acOes de “programacao”, acarretando modificacbes que persistem durante toda a
vida do individuo (GUSTAFSSON et al., 1983; SECKL et al., 1995).

Muitos trabalhos na literatura tem demonstrado que alteragcdes permanentes
ocorridas no desenvolvimento renal podem estar contribuindo para o
desenvolvimento tardio da hipertensdo arterial induzida pela desnutricdo intra-
uterina. Reduc¢bes do peso renal e também do numero total de néfrons tém sido
observadas tanto em criancas com retardamento de crescimento intra-uterino
(KONJE et al., 1996), quanto em ratos que foram expostos a desnutricdo fetal
(MERLET-BENICHOU et al.,1994). Além disso, LANGLEY-EVANS et al. (1999)

observaram que ratos que sofreram desnutricdo intra-uterina apresentam



desenvolvimento anormal do rim, caracterizado por nefrogénese irregular que pode
prejudicar, a longo prazo, as func¢des renais. LUCAS et al. (1997) demonstraram que
a desnutricdo intra-uterina exerce papel importante no desenvolvimento da
hipertrofia glomerular, uma vez que a prole que sofreu desnutricdo intra-uterina
apresentou nuamero reduzido de glomérulos e elevacao do diametro glomerular,
sugerindo que além da presenca do estimulo hipertréfico ocorre também a
deficiéncia da glomerulogénese apds o nascimento. Em outro estudo, SHERMAN et
al. (1999) observaram elevacédo do nivel de prostaglandina E, (PGE>) renal em prole
gue sofreu desnutricdo intra-uterina, acarretando o aumento da resisténcia
renovascular que, a longo prazo, pode elevar os niveis presséricos desses animais.

Durante a desnutricdo intra-uterina as alteracdes fetais também séo
acompanhadas por alteracdes placentarias, acarretando comprometimento da
fungcédo reguladora da placenta (McCRABB et al., 1991). Tem sido relatado que
durante a desnutricdo intra-uterina ocorre diminuicdo da atividade da enzima 11b-
hidroxiesterdide dehidrogenase placentaria (11bHSD;) (LANGLEY-EVANS et al.,
1996; GARDNER et al., 1997), podendo acarretar baixo peso ao nascer e também
“programar” doencas cardiovasculares na vida adulta (STEWART et al., 1995).

A 11bHSD, placentaria tem como fun¢éo bioldgica catalisar a oxidacao do
cortisol e da corticosterona maternos em compostos inativos (LAKSHMI & MONDER,
1988; LOW et al.,1993; FERRARI et al., 2000). Portanto, essa enzima é responsavel
pela protecdo dos tecidos fetais contra a agéo lesiva dos glicocortic6ides maternos
produzidos durante a gestacdo (Figura 1), uma vez que 0 excesso de exposicao a
glicocorticéides in utero pode ser prejudicial para o desenvolvimento e a maturagao

fetal (MONDER, 1991). Entretanto dados conflitantes foram descritos por STEWART



et al. (1994). Esses autores observaram que varios tecidos fetais também exibem
atividade da 11bHSD,, sugerindo que o préprio feto pode se proteger do excesso de
glicocorticoides maternos, evitando assim as alteracdes decorrentes deste processo

deletério.
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Figura 1: Relagdo entre a desnutricdo materna, a diminuicdo da 11bHSD,

placentéaria e os efeitos do excesso da exposicao a glicocorticoides.

Alguns pesquisadores tem associado 0 aumento da exposicdo a

glicocorticéides in utero aos efeitos deletérios da desnutri¢cdo intra-uterina. Tem sido



demonstrado que a inibicdo farmacoldgica da 11bHSD, durante a gestacao, e
consequente aumento da exposicao a glicocorticéides, provoca desenvolvimento de
hipertensdo arterial na prole descendente. LINDSAY et al. (1996) trataram ratas
prenhes com carbenoxolone (inibidor da enzima 11bHSD,) e observaram, na prole
reducdo do peso ao nascer e elevacdo da pressao sanguinea na fase adulta. Além
disso, o tratamento de ratas prenhes com dexametasona (glicocorticéide sintético)
também acarreta reducdo do peso ao nascer e aumento da presséao arterial muitos
meses apoés a Ultima exposicdo a glicocorticéides in utero (BENEDIKTSSON et al.,
1993). Semelhantemente ao observado em animais, estudos em humanos também
demonstraram que o tratamento com prednisona (glicocorticéide sintético) durante a
gestacdo, acarreta retardamento de crescimento intra-uterino e afeta o
desenvolvimento fetal (REINISCH et al., 1978). Por outro lado, a adrenalectomia
materna ou o tratamento com metirapona (inibidor da sintese de corticosterona)
durante a gestacdo de fémeas submetidas a desnutricdo séo eficazes na prevencao
da elevacdo dos niveis pressoéricos da prole (LINDSAY et al., 1996; LANGLEY-
EVANS, 1997; GARDNER et al., 1997). O conjunto destes dados da suporte a
hip6tese que o0 excesso de exposicdo a glicocorticéides maternos durante a
desnutricao intra-uterina é extremamente deletério ao feto, e que a diminuicdo da
atividade da 11bHSD, placentaria pode ser o0 elo entre esse processo de desnutricao
e a “programacao” da hipertenséo arterial.

Alteracdes metabdlicas ocorridas em resposta & adversidades causadas pela
desnutricdo intra-uterina podem aumentar ainda mais o grau de exposicao fetal a
glicocorticoides maternos. De fato, a desnutricdo materna provoca reducdo da

sintese de andrdgenos fetais, e isto também pode estar causando atenuacdo da



atividade da 11bHSD, acarretando maior exposicdo do feto a glicocorticéides
maternos. Além disso, o stress materno resultante do processo de desnutri¢cao intra-
uterina estimula a placenta a secretar o fator liberador de corticotrofina (CRF). Isto
provoca aumento desse fator na circulagdo neonatal, estimulando o eixo pituitaria-
adrenal do feto a secretar glicocorticéides e amplificando a exposicao do feto a esse
hormonio (SECKL et al., 1995). Logo, essa cascata de efeitos pode aumentar os
niveis de exposicdo a glicocorticoides no feto submetido a desnutri¢cdo intra-uterina.
Alguns mecanismos tem sido propostos para explicar os efeitos da exposicao
a glicocorticéides in utero na elevacdo da pressao arterial. Esta bem estabelecido
gue a exposicado pré-natal a baixas doses de dexametasona acarreta aumento da
expressao de receptores adrenérgicos, potencializa a adenilato ciclase, modifica o
desenvolvimento das inervacdes simpaticas de varios tecidos (SECKL et al., 1995),
aumenta a sensibilidade dos vasos sanguineos & ac¢bes vasoconstritoras da
angiotensina Il (ANG-II) (LANGLEY-EVANS et al., 1999) e atenua a sintese de
prostaciclina (PGl,) em células endoteliais de artérias sistémicas (JUN et al., 1999).
Portanto, o excesso de exposicdo a glicocorticéides in utero pode alterar a
homeostase cardiovascular, o que explicaria o desenvolvimento de hipertensao
arterial na vida adulta. Além destes mecanismos, muitos pesquisadores tem
sugerido o envolvimento da exposi¢cao a glicocorticéides in utero na “programacao”
da expressao de receptores para esses esterdides em varios tecidos (MEANEY et
al.,1989; HENRY et al., 1994; SILVA et al., 1994; LEVITT et al., 1995). LANGLEY-
EVANS et al. (1996) observaram que as proles descendentes de ratas submetidas a
desnutricdo durante a gestacdo apresentavam niveis plasmaticos normais de

corticosterona e aumento da expressédo de receptores do tipo Il de glicocorticéides



no hipocampo e na aorta toracica. A elevacdo do niamero desses receptores para
glicocorticéides em aorta pode acarretar elevacdo do numero de receptores para a
ANG-Il nas células do musculo liso vascular (PROVENCHER et al., 1995). Essa
modulacdo da expressdo dos receptores de ANG-II pela acdo dos glicocorticoides
pode ser o mecanismo primario pelo qual esses esterdides estejam modulando
diretamente os niveis de pressao arterial em animais expostos a desnutricdo intra-
uterina.

Oferecendo suporte a essa hip6tese, trabalhos na literatura tem demonstrado
a importancia do sistema renina-angiotensina (SRA) na hipertensdo induzida pela
desnutricdo intra-uterina. SHERMAN & LANGLEY-EVANS (1998) trataram a prole
adulta de ratos expostos a desnutricao intra-uterina com captopril (inibidor da enzima
conversora de angiotensina) e observaram rapido declinio da presséao arterial. De
fato, ratos submetidos a desnutricdo in utero apresentam elevacdo da atividade
plasmatica da enzima conversora de angioténsina (ECA) e, por outro lado niveis
plasmaticos reduzidos de renina e de ANG-Il, indicando a rapidez de “turnover”
desse peptideo em funcdo da elevacdo da densidade de receptores. Além disso,
GARDNER et al. (1998) observaram que ratos expostos a desnutricdo intra-uterina
apresentam aumento da resposta pressora a administracdo intravenosa de baixas
doses de ANG-II. Esses trabalhos demonstram a importancia da ANG-Il e da ECA
na manutencao do estado hipertensivo de animais desnutridos in utero.

Embora os efeitos promovidos pela desnutricdo intra-uterina na pressao
arterial tenham sido associados ao aumento da atividade do SRA; alteracbes do
desenvolvimento renal; aumento da expressao de receptores para glicocorticoides e

alteracbes da atividade simpatica, pouco se sabe sobre os efeitos da desnutricao



intra-uterina na funcdo da célula endotelial. Considerando que o endotélio é um
importante determinante do desenvolvimento e/ou manutencao da presséao arterial,
decidimos investigar se altera¢des da reatividade vascular/fungcédo endotelial estariam
envolvidas nos efeitos da desnutricdo intra-uterina sobre a elevacdo da presséo

arterial.



2.0 OBJETIVOS

Tendo em vista que a desnutricdo intra-uterina pode favorecer o
desenvolvimento de hipertensdo arterial na fase adulta, os objetivos do nosso
trabalho sdo: investigar a influéncia da desnutricdo intra-uterina nos niveis
pressoricos e na reatividade vascular de ratos normotensos (Wistar) e de ratos

espontaneamente hipertensos (SHR).



3.0 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica de
Experimentacdo Animal (CEEA) do ICB-USP e estdo de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal, adotado pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacdo Animal (COBEA).

3.1. ANIMAIS

Foram usados ratos SHR e Wistar, de ambos os sexos, 14 - 16 semanas de
idade, provenientes do Biotério Central do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) -
USP e condicionados no Biotério do Laboratério de Hipertensdo do Departamento

de Farmacologia do ICB-USP.



3.2. GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 0s seguintes grupos experimentais:

= Grupo | — Prole nutrida in utero (N)
Machos: Wistar (WN) e SHR (SN)

Fémeas: Wistar (WN) e SHR (SN)

= Grupo Il — Prole desnutridas in utero (D)
Machos: Wistar (WD) e SHR (SD)

Fémeas: Wistar (WD) e SHR (SD)

3.3. ACASALAMENTO E PRENHEZ

Para o acasalamento, trés fémeas, pesadas e marcadas, foram colocadas
com um macho da mesma espécie durante o periodo de uma noite. Na manha
seguinte foi avaliada a presenca de espermatozoide no esfregaco vaginal das ratas
para confirmacao do cruzamento. A presenca desses no lavado vaginal determinou

0 primeiro dia da gestacéo.



3.4. INDUGAO DA DESNUTRIGAO INTRA-UTERINA

A dieta de restricdo alimentar foi delineada a partir de protocolo prévio, onde
se obteve o consumo médio de ragcdo antes do acasalamento e durante a gestacao
(Figura 2A). A partir deste dado inicial, a oferta de racao & ratas prenhes durante os
21 dias de gestacao foi reduzida em 50% (Figura 2B), retornando a alimentacéo
normal apos o nascimento da prole. Esse protocolo foi realizado tanto em fémeas
SHR quanto em Wistar, pois ndo foram observadas diferencas significativas do
consumo de ragdo entre as duas linhagens. Por outro lado, as fémeas do grupo

nutrido receberam racao ad libitum.
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Figura 2: Consumo médio de racdo de ratas SHR e Wistar: A — dieta normal (ad
libitum), B — dieta de restricdo alimentar. Os valores em porcentagem representam o

aumento do consumo nos periodos estudados.



3.5. PESO MATERNO NA GESTAGAO

O peso das ratas prenhes foi obtido em determinados periodos da gestacéo
(5°, 10°, 15°, 22° dias) através de pesagem simples. O valor foi expresso como

média + EPM, e este procedimento foi realizado em ambos 0s grupos experimentais.

3.6. PESO DOS RECEM-NASCIDOS

O peso dos recém-nascidos foi obtido através de pesagem simples, onde
cada um deles foi pesado separadamente e o valor expresso como média + EPM.

Este procedimento foi realizado em ambos 0s grupos experimentais.

3.7. MEDIDA INDIRETA DA PRESSAO ARTERIAL

A pressao arterial (PA) caudal de ratos acordados foi determinada por método
indireto através de pletismografia de cauda. Um oclusor e um sensor foram
ajustados na porgéao proximal da cauda do rato, acoplados ao esfigmomandmetro
elétrico PE-300 conectado a fisiégrafo MKIIlI (Narco Bio-System). Os animais foram
aquecidos por 10 minutos a 40° C e colocados em um cilindro de acrilico com
abertura para a cauda e o focinho. O valor final da PA representa a média de, no
minimo, trés medidas. Foram considerados hipertensos 0s animais que

apresentaram presséo caudal igual ou maior que 145 mmHg.



A P.A caudal dos animais de todos 0s grupos experimentais foi registrada a
partir da 4° até a 14° semana. Portanto, acompanhou-se a evolucao da pressao
arterial desses animais do desmame até o inicio do estudo da reatividade vascular

em aorta.

3.8. INDUGAO DO ESTRO

Para a inducdo do estro, as fémeas receberam difosfato tetrasédico de
dietilestilbestrol (Honvan O), 100rmy/kg em solucdo 6leo/aquosa via subcutanea, 24
horas antes do experimento.

Para a verificacdo da eficiéncia do tratamento estrogénico foi feito exame
microscopico do esfregaco vaginal das ratas antes do animal ser usado para o
experimento. O estro foi caracterizado pelo grande nimero de células descamativas,
queratinizadas e anucleadas no material vaginal

3.9. PESO RENAL

Na 14 ° semana de idade, ap6s o isolamento da aorta toracica para o estudo
da reatividade vascular, foram retirados os rins. Em seguida, foram lavados em
salina, retirados os tecidos adjacentes e, finalmente secos em papel filtro, para entéo
serem pesados (peso total). Apdés a pesagem, os rins foram colocados em estufa
(30°C) por 24 horas para a obtencéao do peso seco. Os resultados foram expressos

em gramas de tecido por 100 gramas de peso corporal.



3.10. TECNICA HISTOLOGICA

Os rins foram removidos, dissecados e fixados em solucdo de Metacan
(composicao em ml: alcool metilico 60; cloroférmio 30; acido acético glacial 10) por 3
a 4 horas em temperatura ambiente. Apoés fixacdo, os rins foram lavados com alcool
absoluto, diafanizadas em xilol e incluidos em paraplast (Oxford, St. Louis, USA), de
forma a se obter plano de corte longitudinal. Os rins foram submetidos a cortes de
5mm de espessura em micrétomo automéatico e aderidos a lamina histolégica com o
auxilio de solucéo de albumina. Em seguida, as laminas foram coradas pelo método

de hematoxilina-eosina (H/E).

3.11. DETERMINAGAO DO NUMERO DE NEFRONS

Segundo a técnica descrita por Langley-Evans et al. (1999) os rins foram
submetidos a cortes consecutivos de 5 nm de espessura para a obtencao do nimero
total de seccbes do rim. A seguir, 4 cortes foram escolhidos aleatériamente, e
submetidos a coloracao pelo método de H/E.

Os néfrons foram identificados por seus glomérulos, e a contagem foi feita por

toda a regido do coértex renal. Foram contados 5 campos, ao acaso, por lamina e foi



calculada a média das 4 laminas, esse procedimento foi realizado para cada animal
dos respectivos grupos experimentais.

O numero total de néfrons (néfrons/rim) foi expresso como média =+ EPM e
obtido pelo seguinte calculo: h = XG x S, onde: h = o total de néfrons(néfrons/rim);

XG= a média de glomérulos e S= namero total de sec¢des do rim.,

3.12. REATIVIDADE VASCULAR IN VITRO - AORTA TORACICA ISOLADA

Os animais foram anestesiados com solucdo de hidrato de cloral a 10%
(300mg/kg) por via intraperitoneal e apds toracotomia, a aorta toracica descendente
foi dissecada, removendo-se todo o tecido conectivo e adiposo, evitando-se
estiramento excessivo para nao haver lesdo das células endoteliais e musculares.
Foram obtidos dois anéis transversais de aproximadamente 4 mm, em um desses
anéis o endotélio foi mantido integro enquanto o outro teve seu endotélio removido
mecanicamente. Ambos anéis foram suspensos por um par de ganchos de aco
inoxidavel em transdutores isométricos de tensao (Myograph F-60, Narco Bio-
System, Texas, USA) acoplados a fisiografo Narco Trace® (Narco Bio-System) em
cubas para 6rgéo isolado contendo 15 ml de solucédo de Krebs-Henseleit modificada
(composicdo em mM: NaCl 113,0; KCI 4,7; CaCl, 2,5; KH,PO,4 1,18; MgSO, 1,17,
NaHCO;3; 25,0; Glicose 11,0; EDTA 0,026). Essa solucao nutriente foi gaseificada
(95% de O, e 5% de CO;) e mantida aquecida atemperatura de 37,0 + 0,5 °C

durante todo o protocolo experimental.



As preparacdes permaneceram por um periodo de 60 minutos para a
estabilizac&o sob tenséo de 1,5g, com trocas de solugéo nutriente e ajuste de tenséo

a cada 20 minutos, até o inicio do experimento.

3.12.1. CURVAS CONCENTRAGAO-EFEITO (CCE):

Foram realizadas CCE pelo método das concentragcbes cumulativas a
Noradrenalina (NA - 10° a 10* M), a Acetilcolina (ACh - 10™ a 10* M) e ao
Nitroprussiato de Sédio (NPS - 10™° a 10 M) em anéis com e sem endotélio. As
concentracdes aqui mencionadas referem-se aconcentracao final da droga na cuba.
Cada concentracdo permaneceu em contato com a preparacao durante 3 minutos
para a estabilizacdo do efeito.

As CCE aACh e ao NPS foram realizadas em anéis de aorta previamente
contraidos com NA 10’M, concentracdo que induz tensdo equivalente a 60-80% da
tensdo méxima provocada pela NA. O relaxamento induzido pela ACh e pelo NPS foi
expresso em porcentagem de relaxamento em relacao acontracdo obtida com a NA.

As contracdes induzidas pela NA foram expressas em gramas de tensao.

3.13. DROGAS E SOLUGOES:

= Solucédo nutriente de Krebs-Henseleit modificada foram utilizados os seguintes
sais, diluidos em agua destilada: NaCl (113 mM); KCI (4,7 mM); CacCl, (2,5 mM);
KH,PO,4 (1,18 mM); MgSO, (1,17 mM); NaHCOs (25,0 mM); EDTA (0,026 mM)
(Merck S/A, Ind. Quim., Rio de Janeiro-RJ, Brasil) e glicose (11 mM) (Ecibra-

Equipamentos Cientifico do Brasil). Para ajustar o pH da solu¢do em 7,4 foram



utilizados HCI e/ou NaOH 0,1N (Merck S/A, Ind. Quim., Rio de Janeiro- RJ,
Brasil).

» Solucéo de hidrato de cloral 10% diluida em salina 0,9% (Merck S/A, Ind. Quim.,
Rio de Janeiro- RJ, Brasil), para a anestesia.

= Bitartarato de arterenol (NA), cloreto de acetilcolina (ACh) e nitroprussiato de
sédio (NPS) (Sigma — Chemical Company S/A, St Louis, USA), diluidas em
solucéo de Krebs-Henseleit modificada para a realizacado das CCE.

= Difosfato tetrasédico de dietilestilbestrol (Honvan O) (Sigma — Chemical
Company S/A, St Louis, USA)

= Alcool metilico, cloroférmio, acido acético glacial, xilol, hematoxilina, eosina
amarela (Cinética S/A, Ind. Quim., S&8o Paulo- SP, Brasil), paraplast (Oxford, St.

Louis, USA), para realizacao da técnica histologica.

3.14. AVALIAGAO DAS ALTERAGOES DE SENSIBILIDADE

A sensibilidade das preparacfes & drogas foi medida pela determinacéo
gréfica da concentracdo efetiva 50 (ECso), que € a concentracdo molar que induz
50% do efeito maximo do agonista, em experimentos individuais. A média das ECsg
foi apresentada como antilogaritmo da média aritmética dos logECs, de cada

experimento, com intervalo de confianca de 95%.

3.15. AVALIAGAO DAS ALTERAGOES DE RESPOSTA MAXIMA



A reatividade das preparacoes foi determinada pelas respostas maximas (RM)
aos agentes vasoativos e estdo expressas como a média aritmética do efeito

maximo, obtido em experimentos individuais, com 0s seus respectivos erros padrao.

3.16. ANALISE ESTATISTICA
Para andlise estatistica dos resultados obtidos, foram utilizados o teste “t” de
Student para amostras independentes ou analise de variancia (ANOVA) seguida do

teste de Tukey-Kramer quando pertinente. Foi adotado nivel de significancia menor

que 5 %.

4.0 RESULTADOS

4.1 PESO MATERNO NA GESTAGAO:



O peso de maes submetidas adieta de restricdo alimentar durante o decorrer
da gestacao (5°, 10°, 15° e 22° dias) foi significativamente menor do que o peso dos
respectivos controles submetidos a dieta ad libitum tanto em fémeas SHR (Tabela 1
— Figura 4A) quanto em fémeas Wistar (Tabela 2 — Figura 4B), demonstrando que a
desnutricdo durante a gestacdo promoveu severa reducdao do peso, em ambas as

linhagens estudadas.



Tabela 1 - Efeitos da desnutricdo durante a gestagdo no peso materno (Q)

de fémeas SHR.

Dias gestacgao SHR nutrida (n) SHR desnutrida (n)
10 164,2+5,3(4) 171,4%3,8(6)
50 182,3+4,3(4) 163,1+2,7%(6)
10° 196,5+6,2(4) 155,3+2,6*(6)
150 223,545,2(4) 166,3+1,9%(6)
220 248,3+6,6(4) 174,3+7.5%(6)

Resultados estao expressos como média + EPM.
Teste “t” de Student - ndo pareado.
* p<0,05 em comparacdo com SHR nutrida.

(n) nimero de animais.



Tabela 2 - Efeitos da desnutricdo durante a gestagdo no peso materno (Q)

de fémeas Wistar.

Dias gestacgao Wistar nutrida (n) Wistar desnutrida (n)
10 217,5+3,6(6) 216,0+4,2(7)
5o 239,2+3,8(6) 208,3+4,5*(7)
100 251,6+4,3(6) 192,6+5,3*(7)
150 282,345,2(6) 206,2+4,1%(7)
290 306,2+3,2(6) 215,7+5,6*(7)

Resultados estao expressos como média + EPM.
Teste “t” de Student - ndo pareado.
* p<0,05 em comparacao com Wistar nutrida.

(n) nimero de animais



A —A— SHR Nutrida B —@— Wistar Nutrida

—W¥— SHR Desnutrida —M— Wistar Desnutrida
2607 320
] ]
A 300 /
2407 ]
280 . d
A 1 /
2201 1 260 .
= = 240- g/
2 2007 2 ] .
o ﬁ 9 220-
§ 1807 A T § | . %/i
¢>< e v 20077 \i*/
* = 4
4 v * 180
1607 T ]
160 7
1407 ]
140
120+—T— T T 120 T T ——
0 5 10 15 22 0 5 10 15 22
Dias de Gestacao Dias de Gestacao

Figura 4 - Peso materno durante a gestacédo (g): A - Fémeas SHR, B -
Fémeas Wistar.
Os valores estdo expressos em média + EPM.

*p<0,05 em comparacéo com a respectiva fémea nutrida.

4.2 PESO DOS RECEM-NASCIDOS:

O peso dos recém-nascidos descendentes de maes desnutridas foi

significativamente menor do que o peso dos respectivos controles nutridos, tanto em



animais SHR (Tabela 3 — Figura 5A) quanto em animais Wistar (Tabela 3 — Figura
5B), demonstrando que a desnutricdo intra-uterina promoveu baixo peso ao nascer,
em ambas as linhagens estudados. Este resultado € indicativo do retardamento do

crescimento fetal ocorrido em resposta adesnutri¢cdo intra -uterina.

Tabela 3 - Efeitos da desnutricdo intra-uterina no peso ao

nascer de recém-nascidos SHR e Wistar.

Grupo (n) Peso dos recém-nascidos (g)
SN (30) 5,840,1
SD (30) 3,3+0,1*
WN (28) 6,0+0,2
WD (28) 3,240,1°

Resultados estdo expressos como média + EPM. SN, prole
SHR nutrida in utero; SD, prole SHR desnutrida in utero;
WN, prole Wistar nutrida in utero; WD, prole Wistar
desnutrida in utero.

Teste “t” de Student - ndo pareado.

* p<0,05 em comparagcdo com SN; ~ p<0,05 em comparagéao

com WN; (n) nimero de animais.
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Figura 5 - Peso dos recém-nascidos (g): A - Prole SHR nutrida in utero (SN),
Prole SHR desnutrida in utero (SD); B - Prole Wistar nutrida in utero (WN), Prole
Wistar desnutrida in utero (WD).

Os valores estdo expressos em média + EPM.

Os numeros nas barras representam o tamanho da amostra.

* p<0,05 em comparacao com SN.

+ p<0,05 em comparacdo com WN.

4.3. MEDIDA INDIRETA DA PRESSAO ARTERIAL:



Nos machos SHR desnutridos in utero a pressdo arterial aumentou
significativamente a partir da 6° semana, apresentando elevacao progressiva até a
14° semana (Tabela 4 - Figura 6A). Esses animais apresentaram, na 14° semana,
elevacao dos niveis pressoricos equivalente a 57 mmHg e porcentagem de aumento
igual a 23,9%, em relagéo ao SHR nutrido in utero.

Por outro lado, nas fémeas SHR desnutridas in utero a pressao arterial
aumentou significativamente a partir da 9° semana, apresentando elevacao
progressiva até a 14° semana (Tabela 4 - Figura 6B). Nesta ultima afericdo foi
observada nessas fémeas elevacao dos niveis pressoricos equivalente a 54 mmHg e
porcentagem de aumento igual a 25,2%, em relagdo a SHR nutrida in utero.

Os animais Wistar desnutridos in utero, tanto machos quanto fémeas,
exibiram elevacéao significante dos niveis de pressao arterial a partir da 4° semana,
ocorrendo elevacdo progressiva de pressdo arterial até a 10° semana, e havendo
estabilizacdo dos niveis pressoricos a partir da 11° semana (Tabela 5 - Figura 6C e
6D, respectivamente). Na 14° semana de afericdo, os machos desnutridos in utero
apresentaram elevacéo da presséao arterial equivalente a 35 mmHg e porcentagem
de aumento igual a 22,1%, em relagdo ao Wistar nutrido in utero. Por outro lado, as
fémeas Wistar desnutridas in utero apresentaram, no mesmo periodo, elevacao da
pressao arterial igual a 29 mmHg, e porcentagem de aumento equivalente a 19,9%,

em relagédo a Wistar nutrida in utero.



Tabela 4 — Efeito da desnutricdo intra-uterina na presséo arterial (mmHg) de SHR

macho e fémea.

Semanas

SN (macho) (n)

SD (macho) (n)

SN (fémea) (n)

SD (fémea) (n)

4°

50

60

70

80

90

10°

11°

12°

13°

14°

100,3+3,6 (9)
141,6+6,8 (9)
147,2+2,6 (9)
150,0+0,2 (9)
159,4+4,6 (8)
159,4+4,6 (8)
162,5+4,7 (8)
175,0+4,7 (8)
181,3+4,1 (8)
181,3+4,1 (8)

181,3+4,1 (8)

113,0+5,1 (6)
142,0+5,0 (6)
167,2+5,1* (6)
175,0+0,2* (6)
175,0+0,3* (6)
179,0+4,3* (6)
204,2+4,1* (6)
208,2+5,1* (6)
225,4+6,1* (6)
229,0+4,2* (6)

238,245,2* (6)

98,8+4,2 (8)
123,6+5,0 (8)
141,6+3,2 (8)
150,0+0,3 (8)
159,4+4,6 (8)
159,4+4,6 (8)
159,4+4,6 (8)
159,4+4,6 (8)
159,4+4,6 (8)
159,4+4,6 (8)

159,4+4,6 (8)

99,3%4,4 (7)
125,0%9,0 (7)
150,2+9,1 (7)
156,2+5,1 (7)
169,3%5,0 (7)
181,0+5,0* (7)
181,0+5,0* (7)
188,2+6,1* (7)
200,0+9,0* (7)
206,1+5,1* (7)

210,7+5,0* (7)

Resultados expressos como média + EPM. SN, prole SHR nutrida in utero; SD,

prole SHR desnutrida in utero.

Teste “t” de Student — ndo pareado

*p<0,05 em comparacdo com respectivo SN.

(n) nimero de animais.



Tabela 5 — Efeito da desnutrigdo intra-uterina na presséo arterial (mmHg) de Wistar

macho e fémea.

Semanas

WN (macho) (n)

WD (macho) (n)

WN (fémea) (n)

WD (fémea) (n)

4°

50

60

70

80

90

10°

11°

12°

13°

14°

75,0+0,1 (7)
89,0+5,0 (7)
93,1+4,1 (7)
100,045,0 (7)
107,2+4,1 (7)
107,2+4,1 (7)
107,2+4,1 (7)
111,045,2 (7)
114,245,1 (7)
121,5+3,0 (7)

121,5+3,0 (7)

93,1+3,1* (17)
112,0£3,0* (17)
118,2+3,1* (17)
131,2+4,1* (17)
144,0£3,0* (17)
150,0+4,0% (17)
154,1+4,1* (17)
156,0+4,0% (17)
156,0+4,0% (17)
156,0+4,0% (17)

156,0+4,0* (17)

75,0+0,1 (7)
89,0+5,0 (7)
93,0+4,2 (7)
96,246,1 (7)
104,4+3,2 (7)
107,4+4,1 (7)
107,4+4,1 (7)
107,4+4,1 (7)
114,245,0 (7)
114,245,0 (7)

118,0+4,0 (7)

91,3+3,1* (17)
106,0+3,0* (17)
110,2+3,1* (17)
119,1+3,1* (17)
134,2+4,1* (17)
143,2+3,1* (17)
147,3%3,1* (17)
147,3%3,1* (17)
147,3%3,1* (17)
147,3%3,1* (17)

147,3%3,1* (17)

Resultados expressos como média + EPM. WN, prole Wistar nutrida in utero; WD,

prole Wistar desnutrida in utero.

Teste “t” de Student — ndo pareado.

*p<0,05 em comparacgao ao respectivo WN.

(n) nimero de animais.
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Figura 6 - Presséo arterial (mmHg) de animais nutridos e desnutridos in utero: A —

SHR machos, B — SHR fémeas, C — Wistar machos, D — Wistar fémeas.

*p<0,05 em comparacdo com o respectivo SN.

Fp<0,05 em comparacéo com o respectivo WN.



4.4 ESTUDO DA REATIVIDADE VASCULAR EM AORTA ISOLADA DE

ANIMAIS SHR

441 CURVA CONCENTRAGAO-EFEITO A ACETILCOLINA (ACh), AGENTE

VASODILATADOR DEPENDENTE DO ENDOTELIO.

Em anéis de aorta de animais SHR nutridos e desnutridos in utero, de ambos
0S sexos, obteve-se a curva bifasica, isto é, relaxamento nas menores
concentracdes e contracdo nas maiores concentraces. A fase contratil da curva
bifasica de resposta aACh de anéis de aorta isolados de animais SHR desnutridos
in utero foi mais acentuada do que nos respectivos nutridos (Figura 7B e 8B).

Ja o relaxamento dependente do endotélio, induzido pela ACh, em animais
nutridos atingiu a resposta maxima na concentracdo de 10® M, enquanto que os
machos desnutridos in utero apresentaram resposta maxima de relaxamento na
concentracdo de 10’ M e as fémeas desnutridas in utero na concentragéo de 3X10~
M (Figura7B e 8B). No grupo de machos desnutridos in utero ndo foi observada
alteracdo de relaxamento maximo (Tabela 6 — Figura 7A). Contudo, ocorreu
diminuicao significativa da sensibilidade aACh (Tabela 6 - Figura 7B).

Diferentemente dos machos, as fémeas desnutridas in utero apresentaram
resposta diminuida aACh e ndo foram observadas alteracBes de sensibilidade a

esse agente vasodilatador (Tabela 7- Figura 8A e 8B).



Tabela 6 - Efeitos da desnutricdo intra-uterina na sensibilidade (ECg,) e
relaxamento méximo (%) a acetilcolina (ACh) em anéis de aorta com

endotélio (E+) isolados de machos SHR.

Grupo (n) Relaxamento Maximo (%) @ ECs (x10° M) °
SN (E+) (11) 70,6%3,2 ' 2,0(1,4-2,9)
SD (E+) (7) 71,0£1,0 9,7(5,0-19,1)**
a b

Resultados expressos como média + EPM; resultados expressos como
média e (intervalo de confianca de 95%); SN, SHR nutrido in utero; SD,

SHR desnutrido in utero; Teste “t” de Student; **p<0,01 em comparacao

com SN (E+); (n) nimero de animais.



Tabela 7 - Efeitos da desnutricdo intra-uterina na sensibilidade (ECg,) e
relaxamento méximo (%) a acetilcolina (ACh) em anéis de aorta com

endotélio (E+) isolados de fémeas SHR.
Grupo (n) Relaxamento Maximo (%) > ECsp (x107°M)°

SN (E+) (12) 77,3%2,2 ' 1,7(0,7-3,9)

SD (E+) (8) 59,8+1,8™ 0,9(0,5-1,3)

a b
Resultados expressos como média + EPM; resultados expressos como
média e (intervalo de confianca de 95%); SN, SHR nutrida in utero; SD,

SHR desnutrida in utero; Teste “t” de Student; **p<0,01 em comparacao

com SN (E+); (n) nimero de animais.



A B —A— SN

100 —v—sP
1 07
20 \x;
o 8 l :
T 60 S I\
Q E -
£ g 40 ) I/ I I_I
X s | y a4
2 - £ N/
2 2 60 ¥
Y
20 - 80-
11 7
0 100 — T T T T T 1
SN SD 10 9 8 7 6 5

-log [M] ACh

Figura 7 A — Respostas méximas de relaxamento aacetilcol ina em anéis de
aorta isolados de machos SN e SD. Os numeros nas barras representam o tamanho
da amostra. Os valores estdo expressos em média *+ EPM. B - Curvas
concentracao-efeito aacetilcolina obtidas em anéis de aorta isolados de machos SN

e SD.

*p<0,05 em comparagéo ao SN.
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Figura 8 A — Respostas maximas de relaxamento aacetilcolina em anéis de
aorta isolados de fémeas SN e SD. Os numeros nas barras representam o tamanho
da amostra. Os valores estdo expressos em média + EPM. B - Curvas
concentracdo-efeito dacetilcolina obtidas em anéis de aorta isolados de fémeas SN

e SD.

*p<0,05 em comparagao a SN.



4.4.2 CURVA CONCENTRAGAO-EFEITO AO NITROPRUSSIATO DE SODIO

(NPS), AGENTE VASODILATADOR INDEPENDENTE DO ENDOTELIO.

Em relacdo ao agente vasodilatador independente de endotélio, nitroprussiato
de sddio, ndo foram observadas alteracdes de respostas em SHR macho desnutrido
in utero, tanto em anéis de aorta com endotélio quanto em anéis sem endotélio,
guando comparados aos SHR nutridos in utero (Tabela 8 - Figura 9).

Nas fémeas SHR desnutridas in utero ndo foram observadas alteracbes de
relaxamento maximo induzido por esse vasodilatador (Tabela 9 - Figura 10).
Contudo, ocorreu aumento significativo da sensibilidade em anéis de aorta sem

endotélio isolados de fémeas SHR desnutridas in utero (Tabela 9 - Figura 10).



Tabela 8 - Efeitos da desnutricdo intra-uterina na sensibilidade (ECg,) e
relaxamento maximo (%) ao nitroprussiato de sédio (NPS) em anéis de

aorta com endotélio (E+) e sem endotélio (E-) isolados de machos SHR.

Grupo (n) Relaxamento Maximo (%) >  ECso (x107"°M)°
SN (E+) (10) 97,5+1,0 ' 5,8(3,1-10,1)
SD (E+) (5) 100,0+0,1 4,5(5,5-7,1)
SN (E-) (10) 98,0+0,8 2,8(1,3-6,0)
SD (E-) (5) 100,0+0,1 3,0(2,0-9,0)

a b

Resultados expressos como média + EPM; resultados expressos como
média e (intervalo de confianca de 95%); SN, SHR nutrido in utero; SD,
SHR desnutrido in utero; Teste de variancia (ANOVA) seguido de teste de

Tukey-Kramer; (n) nUmero de animais.



Tabela 9 - Efeitos da desnutricdo intra-uterina na sensibilidade (ECg,) e
relaxamento maximo (%) ao nitroprussiato de sédio (NPS) em anéis de

aorta com endotélio (E+) e sem endotélio (E-) isolados de fémeas SHR.

Grupo (n) Relaxamento Maximo (%) >  ECso (x107°M)°
SN (E+) (8) 98,1+0,9 " 4,0(1,5-11,1)
SD (E+) (6) 98,3+1,3 3,6(0,8-16,4)
SN (E-) (8) 98,8+0,8 6,2(3,5-11,1)
SD (E-) (6) 100,0+0,1 1,1(0,5-2,5)*

b
Resultados expressos como média =+ EPM; resultados expressos como

média e (intervalo de confianca de 95%); SN, SHR nutrida in utero; SD,

SHR desnutrida in utero; Teste de variancia (ANOVA) seguido de teste de

a

Tukey-Kramer; * p<0,05 em comparacdo com SN (E-); (n) niamero de

animais.
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Figura 9 — Curvas concentracdo-efeito ao nitroprussiato de sodio obtidas em anéis

de aorta isolados de machos SN e SD.
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Figura 10 — Curvas concentracao-efeito ao nitroprussiato de sodio obtidas em anéis
de aorta isolados de fémeas SN e SD.

*p<0,05 em comparagédo a SN (E-).



4.43 CURVA CONCENTRAGAO-EFEITO AO AGENTE VASOCONSTRITOR

NORADRENALINA (NA).

Em anéis de aorta isolados de animais SHR nutridos in utero, de ambos os
sexos, a retirada do endotélio promoveu aumento da resposta vasoconstritora a
noradrenalina (Tabela 10 e 11). Por outro lado, em animais SHR desnutridos in
utero, tanto em machos (Tabela 10 - Figura 11) quanto em fémeas (Tabela 11 -
Figura 12), foi observado aumento significativo da resposta maxima em anéis de
aorta com endotélio quando comparados aos respectivos nutridos in utero.
Entretanto, em animais desnutridos néo foi observada alteracbes de resposta do
musculo liso vascular a esse agente vasoconstritor quando comparados aos
respectivos nutridos in utero (Tabela 10 e 11). Além disso, em anéis de aorta com
endotélio isolados de machos SHR desnutridos in utero foi observada significativa
diminuicdo de sensibilidade quando comparado aos anéis sem endotélio (Tabela

10).



Tabela 10 - Efeitos da desnutricdo intra-uterina na sensibilidade (ECg;) e
resposta maxima (RM) a noradrenalina (NA) em anéis de aorta com

endotélio (E+) e sem endotélio (E-) isolados de machos SHR.

Grupo (n) RM (gramas de tensdo) > ECso (x107 M) °
SN (E4) (7) 2,540,1 1,1(0,6-2,1)
SD (E+) (6) 3,6+0,2% 3,5(1,9-6,5)
SN (E-) (7) 3,4+0,2% 0,5(1,8-1,5)
SD (E-) (6) 4,2+0,3 0,3(0,1-0,6)

a b

Resultados expressos como média + EPM; resultados expressos como
média e (intervalo de confianca de 95%); SN, SHR nutrido in utero; SD,
SHR desnutrido in utero; Teste de variancia (ANOVA) seguido de teste de
Tukey-Kramer; * p<0,05 em comparacdo com SN (E+);**p<0,01 em
comparagdo com SN (E+); ;1;p<0,001 em compara¢do com SD (E-); (n)

ndmero de animais.



Tabela 11 - Efeitos da desnutrigdo intra-uterina na sensibilidade (ECs,) e
resposta maxima (RM) a noradrenalina (NA) em anéis de aorta com

endotélio (E+) e sem endotélio (E-) isolados de fémeas SHR.

Grupo (n) RM (gramas de tensdo) > ECso (x107 M) °
SN (E+) (7) 2,240,1 10,7(6,1-19,1)
SD (E+) (10) 2,8+0,1* 5,3(2,3-12,0)

SN (E-) (6) 3,5+0,2%** 4,2(3,6-11,0)

SD (E-) (8) 3,1+0,1 3,8(2,7-5,3)

a b

Resultados expressos como média + EPM; resultados expressos como
média e (intervalo de confianca de 95%); SN, SHR nutrida in utero; SD,
SHR desnutrida in utero; Teste de variancia (ANOVA) seguido de teste de
Tukey-Kramer; **p<0,01 em comparagcdo com SN (E+);***p<0,001 em

comparacao com SN (E+); (n) nimero de animais.
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Figura 11 - Respostas maximas (tensdo em gramas) ao agente

vasoconstritor noradrenalina obtidas em anéis de aorta com endotélio (E+) e sem
endotélio (E-) isolados de machos SN e SD. Os valores estdo expressos em média +
EPM.

Os numeros nas barras representam o tamanho da amostra. *p<0,05 em

comparacao SN (E+); **p<0,01 em comparacéo SN (E+).
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Figura 12 - Respostas maximas (tensdo em gramas) ao agente

vasoconstritor noradrenalina obtidas em anéis de aorta com endotélio (E+) e sem
endotélio (E-) isolados de fémeas SN e SD. Os valores estdo expressos em média +
EPM.

Os numeros nas barras representam o tamanho da amostra. **p<0,01 em

comparacao SN (E+); ***p<0,001 em comparacédo SN (E+).



4.5 ESTUDO DA REATIVIDADE VASCULAR EM AORTA ISOLADA DE

ANIMAIS WISTAR.

451 CURVA CONCENTRAGAO-EFEITO A ACETILCOLINA (ACh), AGENTE

VASODILATADOR DEPENDENTE DE ENDOTELIO.

Os Wistar desnutridos in utero, tanto machos (Tabela 12 - Figura 13A e 13B)
guanto fémeas (Tabela 13 - Figura 14A e 14B), apresentaram resposta diminuida a
esse agente vasodilatador, quando comparados aos respectivos nutridos in utero.
Quanto a sensibilidade, ndo foi observada alteracdo significativa em machos
desnutridos in utero. Entretanto, as fémeas desnutridas in utero apresentaram
diminuicdo significativa da sensibilidade aACh (Tabela 13 - Figura 14A e 14B,

respectivamente).



Tabela 12 - Efeitos da desnutrigdo intra-uterina na sensibilidade (EC;,) e
relaxamento maximo (%) a acetilcolina (ACh) em anéis de aorta com

endotélio (E+) isolados de machos Wistar.
Relaxamento Maximo (%) @ ECs (x10" M) °

Grupo (n)
WN (E+) (11) 98,8+0,8 1,6(1,1-2,4)
WD (E+) (7) 89,4+1,9* 1,2(0,9-1,5)

b

a
resultados expressos como

Resultados expressos como média + EPM,;
média e (intervalo de confianca de 95%); WN, Wistar nutrido in utero; WD,

Wistar desnutrido in utero; Teste “t” de Student; *p<0,05 em comparacao

com WN (E+); (n) nUmero de animais.



Tabela 13 - Efeitos da desnutricdo intra-uterina na sensibilidade (ECg;) e
relaxamento maximo (%) a acetilcolina (ACh) em anéis de aorta com

endotélio (E+) isolados de fémeas Wistar.
Grupo (n) Relaxamento Maximo (%) > ECs (x10" M) °

0,7 (0,6-0,9)
1,8 (0,9-3,5);;

WN (E+) (11) 99,1+0,8

WD (E+) (7) 87,7+2,5*

a

b
Resultados expressos como média =+ EPM; resultados expressos como

média e (intervalo de confianca de 95%); WN, Wistar nutrida in utero; WD,
Wistar desnutrida in utero; Teste “t” de Student; *p<0,05 em comparagao

com WN (E+); ;#p<0,001 em compara¢cdo com WN (E+); (n) nimero de

animais.
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Figura 13 A — Respostas maximas de relaxamento aacetilcolina em anéis de
aorta isolados de machos WN e WD. Os numeros nas barras representam o
tamanho da amostra. Os valores estdo expressos em média + EPM. B — Curvas
concentracao-efeito aacetilcolina obtidas em anéis de aorta isolados de machos WN

e WD.

*p<0,05 em comparagdo ao WN.
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Figura 18 A — Respostas maximas de relaxamento aacetilcolina em anéis de
aorta isolados de fémeas WN e WD. Os nimeros nas barras representam o tamanho
da amostra. Os valores estdo expressos em média + EPM. B - Curvas
concentracao-efeito aacetilcol ina obtidas em anéis de aorta isolados de fémeas WN

e WD.

*p<0,05 em comparagao a WN.



451 CURVA CONCENTRAGAO-EFEITO AO NITROPRUSSIATO DE SODIO

(NPS), AGENTE VASODILATADOR INDEPENDENTE DO ENDOTELIO.

Nao foram observadas em Wistar desnutridos in utero, tanto em machos
(Tabela 14 - Figura 15) quanto em fémeas (Tabela 15 - Figura 16), alteracdes de

relaxamento maximo e de sensibilidade quando comparados aos respectivos

controles nutridos in utero.

Tabela 14 - Efeitos da desnutrigdo intra-uterina na sensibilidade (EC;,) e
relaxamento maximo (%) ao nitroprussiato de sédio (NPS) em anéis de

aorta com endotélio (E+) e sem endotélio (E-) isolados de machos Wistar.

Grupo (n) Relaxamento Maximo (%) >  ECso (x107"°M)°
WN (E+) (8) 98,3+1,1 " 0,6(0,2-2,0)
WD (E+) (5) 99,2+0,8 0,4(0,3-0,6)
WN (E-) (8) 98,3+0,9 2,0(0,6-6,6)
WD (E-) (5) 97,5¢1,4 1,5(1,2-1,9)

b
Resultados expressos como média + EPM; resultados expressos como

média e (intervalo de confianca de 95%); WN, Wistar nutrido in utero; WD,

a

Wistar desnutrido in utero; Teste de variancia (ANOVA) seguido de teste de

Tukey-Kramer; (n) nUmero de animais.



Tabela 15 - Efeitos da desnutricdo intra-uterina na sensibilidade (EC;,) e
relaxamento maximo (%) ao nitroprussiato de sédio (NPS) em anéis de

aorta com endotélio (E+) e sem endotélio (E-) isolados de fémeas Wistar.

Grupo (n) Relaxamento Maximo (%) °  ECso (x107°M)°
WN (E+) (6) 98,3+0,9 " 1,9(0,6-6,6)
WD (E+) (5) 99,0£0,9 1,5(0,9-2,3)
WN (E-) (6) 98,420,7 2,6(1,8-3,8)
WD (E-) (5) 97,8+1,4 2,1(1,6-2,7)

a b

Resultados expressos como média = EPM; resultados expressos como
média e (intervalo de confianca de 95%); WN, Wistar nutrida in utero; WD,
Wistar desnutrida in utero; Teste de variancia (ANOVA) seguido de teste de

Tukey-Kramer; (n) nUmero de animais.
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Figura 15 — Curvas concentracdo-efeito ao nitroprussiato de s6dio obtidas em anéis

de aorta isolados de machos WN e WD.
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Figura 16 — Curvas concentracao-efeito ao nitroprussiato de sodio obtidas em anéis

de aorta isolados de fémeas WN e WD.



453 CURVA CONCENTRAGAO-EFEITO AO AGENTE VASOCONSTRITOR

NORADRENALINA (NA)

Em anéis de aorta isolados de animais Wistar nutridos in utero, de ambos os
sexos, a retirada do endotélio promoveu aumento da resposta vasoconstritora a
noradrenalina (Tabela 16 e 17).

Foi observado em Wistar desnutridos in utero, tanto em machos (Tabela 16 -
Figura 17) quanto em fémeas (Tabela 17 - Figura 18), aumento significativo da
resposta maxima em anéis de aorta com endotélio quando comparados aos
respectivos nutridos in utero. Entretanto, em animais desnutridos ndo foi observada
alteracbes de resposta do musculo liso vascular a esse agente vasoconstritor
guando comparados aos respectivos nutridos in utero (Tabela 16 e 17). Por outro
lado, ocorreu hipersensibilidade aNA em anéis de aorta com endotélio iso lados de

machos (Tabela 16) e de fémeas (Tabela 17) desnutridos in utero.



Tabela 16 - Efeitos da desnutricdo intra-uterina na sensibilidade (ECg;) e
resposta maxima (RM) a noradrenalina (NA) em anéis de aorta com

endotélio (E+) e sem endotélio (E-) isolados de machos Wistar.

Grupo (n) RM (gramas de tensdo) > ECso (x107 M) °
WN (E+) (8) 2,6:0,1 1,9(1,4-2,5)
WN (E-) (8) 3,4+0, 1% 1,2(0,4-3,1), 14
WD (E-) (8) 3,140,2 1,3(0,4-3,2)

b
Resultados expressos como média + EPM; resultados expressos como

média e (intervalo de confianca de 95%); WN, Wistar nutrido in utero; WD,

Wistar desnutrido in utero; Teste de variancia (ANOVA) seguido de teste de

a

Tukey-Kramer; * p<0,05 em comparacdo com WN (E+); **p<0,001 em

comparagédo com WN (E+); 1+4+4p<0,001 em comparagdo com WN (E+); (n)

ndmero de animais.



Tabela 17 - Efeitos da desnutricdo intra-uterina na sensibilidade (ECg;) e
resposta maxima (RM) a noradrenalina (NA) em anéis de aorta com

endotélio (E+) e sem endotélio (E-) isolados de fémeas Wistar.

Grupo (n) RM (gramas de tensdo) > ECso (x107°M)°
WN (E+) (7) 2,1+0,1 " 13,1(6,4-26,6)
WD (E+) (10) 3,320, 2% 1,9(1,1-2,5) 11y
WN (E-) (8) 3,7+0,2¢% 6,2(35-11,3) 1,
WD (E-) (8) 3,4+0,1 6,5(4,4-12,6)

b
Resultados expressos como média + EPM; resultados expressos como

média e (intervalo de confianca de 95%); WN, Wistar nutrida in utero; WD,

Wistar desnutrida in utero; Teste de variancia (ANOVA) seguido de teste de

a

Tukey-Kramer; ***p<0,001 em comparacdo com WN (E+); ;;p<0,01 em

comparagéo com WN (E+); 1+4+4p<0,001 em comparagdo com WN (E+); (n)

ndmero de animais.
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Figura 17 - Respostas maximas (tensdo em gramas) ao agente

vasoconstritor noradrenalina obtidos em anéis de aorta com endotélo (E+) e sem
endotélio (E-) isolados de machos WN e WD. Os valores estdo expressos em média
+ EPM.

Os numeros nas barras representam o tamanho da amostra. *p<0,05 em

comparacao WN (E+); ***p<0,001 em comparagao WN (E+).
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Figura 18 - Respostas maximas (tensdo em gramas) ao agente

vasoconstritor noradrenalina obtidos em anéis de aorta com endotélo (E+) e sem
endotélio (E-) isolados de fémeas WN e WD. Os valores estdo expressos em média
+ EPM.

Os numeros nas barras representam o tamanho da amostra. ***p<0,001 em

comparacao WN (E+).



5.0 DISCUSSAO

Atualmente, acredita-se que qualquer grau de nutricdo subdtima durante a
gestacdo pode acarretar danos permanentes afisiologia e ao metabolismo fetal,
além de poder contribuir para o desenvolvimento de doencas cardiovasculares no
futuro. De fato, varios estudos demonstraram que recém-nascidos que sofreram
desnutricdo intra-uterina apresentam maiores chances de desenvolver hipertenséo
arterial quando adultos e também apresentam elevado risco de mortalidade por
isquemia cardiaca (OSMOND et al.,1993). Logo, o estudo do papel da desnutricao
intra-uterina no desenvolvimento de doencas cardiovasculares torna-se de extrema
importancia.

No presente trabalho demonstrou-se que a restricdo alimentar durante a
gestacdo resultou em severa diminuicdo do peso materno e também ocasionou
retardamento do crescimento fetal, caracterizado pela reducdo do peso ao nascer
das proles. Além disso, a desnutricdo intra-uterina acarretou elevacao dos niveis
pressoricos de animais Wistar, tornando-os hipertensos e também dos animais SHR
agravando a hipertensdo ja existente. Essas alteracdes parecem ocorrer: 1)
independentemente do sexo dos animais, pois foram observadas em machos e
fémeas de ambas as linhagens estudadas; 2) independentemente da linhagem
estudada, pois foram observadas tanto em animais SHR quanto em Wistar.

Dados clinicos e experimentais ddo suporte a estas observacdes.

ROSEBOOM et al. (1999) demonstraram, por estudo retrospectivo, que criangas



nascidas na Holanda no periodo de 1944 a1945, g uando o consumo calérico médio
da populacdo era de 600 cal/dia, apresentaram baixo peso ao nascer e na fase
adulta exibiram maior mortalidade por hipertensdo arterial e outras doencas
cardiovasculares. Outros estudos epidemiolégicos tem demonstrado que o baixo
peso ao nascer em associacdo com o0 crescimento desproporcional do feto e
também com o aumento do peso da placenta sdo prenuncio do aparecimento de
anomalias no sistema cardiovascular (BARKER et al., 1990; BARKER et al., 1993;
LAW et al, 1993; NICOLANTONIO et al, 2000). Também em estudos
experimentais, utilizando vérios tipos de dietas deficientes e/ou carenciais durante a
gestacdo, observou-se a reducdo do peso ao nascer, bem como a elevagao dos
niveis pressoricos da prole adulta (LANGLEY-EVANS 1996; WOODALL et al., 1996;
LANGLEY-EVANS 1997). Portanto, nossos dados juntamente com os da literatura
sugerem que o risco de desenvolver hipertensédo arterial pode ser determinado
durante a vida fetal, e que a desnutricdo intra-uterina pode ser o fator
desencadeante de uma série de eventos que pode levar ao aparecimento de
hipertenséo arterial na fase adulta.

Muitas hipoteses tem sido propostas na tentativa de esclarecer a elevagao da
pressao arterial em animais submetidos adesnutricdo intra -uterina. Alguns autores
tem associado esse aumento de pressdo arterial adiminuicdo da atividade da
enzima 11-BHSD, placentaria e, consequente, excesso de exposicdo do feto aos
glicocorticoides de origem materna (VAN UUM et al.,1998). De fato, LINDSAY et al.
(1996) demonstraram que a inibicdo farmacolégica dessa enzima durante a
gestacao produz diminuicdo do peso ao nascer e elevacao dos niveis pressoéricos na

prole adulta. Dessa forma, pode-se propor que a atividade normal da 11-BHSD,



placentaria é crucial para a prevencdo da acdo deletéria dos glicocorticoides
maternos sobre o desenvolvimento fetal. Além disso, muitos trabalhos tem
demonstrado que a exposicdo a glicocorticéides in utero pode promover o
desenvolvimento de hipertensdo arterial na fase adulta. BENEDIKTSSON et al.
(1993) observaram que o tratamento de ratas prenhes com dexametasona
(glicocorticéide sintético) acarreta aumento da pressao arterial na prole adulta. Por
outro lado, a supressédo dos glicocorticoides maternos previne a elevacao dos niveis
pressoricos induzido pela desnutricdo intra-uterina (LINDSAY et al., 1996;
GARDNER et al., 1997; LANGLEY-EVANS, 1997).

A exposicao a glicocorticéides in utero pode promover elevacdo dos niveis
pressoricos por acdes diretas e/ou indiretas em leitos vasculares. De fato, a
exposicdo a esses esteroides in utero promove alteracdo da atividade simpatica
devido ao aumento da expressao de receptores adrenérgicos (SECKL et al., 1995),
diminuicdo da sintese de prostaciclina (PGI;) (JUN et al., 1999), modificacées do
sistema renina-angioténsina (SRA) e hipersensibilidade dos vasos sanguineos &
acOes vasoconstritoras da ANG-Il (LANGLEY-EVANS et al.,, 1999). Portanto, o
excesso de exposicdo a glicocorticoides maternos pode desempenhar papel
importante na programacéao da hipertensao arterial.

Para investigar se alteracdes da reatividade vascular estariam envolvidas nos
efeitos da desnutricdo intra-uterina sobre a presséo arterial observados em prole de
ratos Wistar e SHR, foram utilizados anéis de aorta tor4cica isoladas de animais
nutridos e desnutridos in utero, de ambas as linhagens.

Estudando a reatividade vascular aacetilcolina e anoradrenalina, foi possivel

observar que a desnutricdo intra-uterina alterou, de modo significativo, a resposta da



aorta toracica a estes agentes. Preparacdes isoladas de animais Wistar e SHR
desnutridos in utero apresentaram resposta diminuida ao agente vasodilatador
dependente de endotélio e hiperreatividade aNA. Isto sugere que a desnutricdo
intra-uterina € capaz de modificar a reatividade de macrovaso isolado de animais
Wistar e SHR. Nossos resultados diferem dos de OZAKI et al. (1998). Esses autores
observaram em artéria femoral isolada de ratos Wistar desnutridos in utero que a
resposta vasoconstritora anoradrenalina ndo estava alterada. Isto po de indicar
heterogeneidade anatdomica dos efeitos deletérios da desnutricdo intra-uterina sobre
a reatividade vascular. A semelhanca do observado por nés HOLEMANS et al.
(1998) observaram diminui¢éo de resposta aacetilcolina utilizando leito mesentérico
isolado de machos Wistar desnutridos in utero. Isto pode levar asugestao que a
desnutricdo intra-uterina altera o relaxamento endotélio-dependente tanto em vaso
de conducéo (aorta) como em vasos de resisténcia (leito mesentérico) podendo ser
um fenbmeno mais geral.

Muitos mecanismos poderiam explicar a resposta diminuida aACh observada
nos animais Wistar e SHR desnutridos in utero. A nossa primeira hipétese seria que
a desnutricdo intra-uterina induziu a reducédo do niumero de receptores muscarinicos
Ms na célula endotelial da aorta toracica desses animais. Isto porque o possivel
excesso de exposicao a glicocorticéides resultante da desnutricdo materna durante a
gestacdo, poderia estar acarretando diminuicdo da expressdo de receptores
muscarinicos . Alguns trabalhos tem demonstrado que glicocorticides modulam a
expressdo de receptores muscarinicos. EMALA et al. (1997) observaram que 0s
glicocorticoides atenuam a expressao de receptores muscarinicos Mz do musculo

liso das vias aéreas. Por outro lado, EMALA et al. (1995) demonstraram que esse



esteroide adrenal pode aumentar a expressao de receptores muscarinicos M, no
musculo da traquéia. Contudo, ndo foram encontrados relatos sobre o controle de
expressdo desses receptores por glicocorticides em vasos sanguineos. Nao
podemos portanto excluir ou aceitar essa hipétese.

A vasodilatacdo induzida pela ACh é totalmente dependente do endotélio,
logo, ela funciona como marcador da funcédo endotelial. Considerando que o 6xido
nitrico (NO) € o principal mediador dessa vasodilatacdo, tanto a hiposensibilidade
quanto a diminuicao de relaxamento méximo, observados nas proles de ratos Wistar
e SHR desnutridos in utero podem ser decorrentes de: 1) menor sensibilidade do
musculo liso vascular ao NO; 2) menor atividade da 6xido nitrico sintase (NOS); 3)
aumento da geracao de radical superéxido que provocaria aumento da inativacdo de
NO.

Para avaliar a capacidade de resposta do musculo liso vascular ao NO, foram
realizadas curvas concentracdo-efeito ao nitroprussiato de sédio (doador de NO).
Considerando que as preparac0des isoladas de Wistar desnutridos in utero, de ambos
0S sexo0s, ndo apresentaram alteracdo de resposta a esse agente vasodilatador
independente de endotélio, pode-se descartar que a resposta diminuida aACh seja
devida adiminuicdo de resposta do musculo liso ao NO. O mesmo ocorreu em
preparagoes isoladas de machos SHR desnutridos in utero. Contudo, como em
fémeas dessa linhagem a resposta ao NPS em anéis de aorta sem endotélio estava
aumentada pode-se sugerir que houve aumento da sensibilidade do musculo liso
vascular ao NO. Essa hipersensibilidade pode ser interpretada como tentativa do
musculo liso vascular de compensar a resposta diminuida aACh promovida pela

desnutricdo intra-uterina, entretanto sem sucesso, pois No vaso intacto a resposta



esta diminuida. Esses dados em conjunto levam asugestdo que a resposta
diminuida a ACh observada nos animais desnutridos in utero, de ambas as
linhagens, ndo é resultante da diminui¢cdo da sensibilidade do muasculo liso vascular
ao NO.

A desnutricdo intra-uterina pode estar promovendo menor atividade da éxido
nitrico sintase (NOS) em aorta isolado de animais Wistar e SHR. A NOS € a enzima
responséavel pela sintese de NO, logo a diminuicdo de sua atividade acarretaria
reducdo da producao de NO que explicaria o relaxamento diminuido induzido pela
acetilcolina. Muitos trabalhos na literatura tem associado alguns modelos de
hipertensdo, tal como a hipertensdo DOCA-sal e a DAHL-sal sensivel com a
diminuicdo da atividade da NOS (NAVA et al., 1997). Entretanto, no modelo
experimental de hipertenséo essencial SHR a atividade das NOS esté inalterada ou
até mesmo aumentada (LUSCHER & BARTON, 1997; NAVA et al., 1997). Se porém
no modelo de hipertenséo induzida pela desnutricdo intra-uterina ha diminuicéo de
atividade de NOS em Wistar e SHR ndo podemos concluir com os presentes dados.

A resposta diminuida aacetilcolina induzida pela desnutricdo intra -uterina
observada tanto em animais Wistar quanto em SHR, também pode estar envolvido o
aumento da geracdo de espécies reativas do oxigénio (ERO), tal como o anion
superoxido (Oy), acarretando maior inativacdo de NO pois o0 anion superéxido reage
rapidamente com o NO formando o radical hidroxila (OH). O aumento da producao
de radicais superoxidos esta associado ao estado hipertensivo. De fato, varios
modelos experimentais, tal como a hipertensédo DOCA-sal e a hipertensao essencial
SHR apresentam aumento da producdo de O, acarretando a inativacdo de NO

(NAVA et al., 1997). Porém, sdo necessarios outros estudos para comprovar se na



hipertensdo induzida pela desnutricdo intra-uterina também ha o aumento de
geracao de espécies reativas de oxigénio.

Em anéis de aorta isolados de animais SHR, nutrido e desnutridos in utero, a
ACh induziu resposta bifasica, isto €, relaxamento nas menores e contragdo nas
maiores concentracfes. A vasodilatagdo aACh é resultante da interacdo desse
vasodilatador com receptores muscarinicos M3 estimulando a liberagdo simultanea
de EDRFs, tal como o NO, e EDCFs (LUSCHER & VANHOUTTE, 1986;
BOULANGER et al., 1994). Tem sido demonstrado que o EDCF envolvido nessa
contracdo dependente do endotélio é metabdlito do &cido araquidbnico via
cicloxigenase, uma vez que a resposta pode ser abolida por indometacina
(LUSCHER & VANHOUTTE, 1986). Este fator foi demonstrado posteriormente ser o
prostandide vasoconstritor PGH, (KATO et al., 1988). No presente trabalho
observamos que a desnutricdo intra-uterina foi capaz de promover em animais SHR
aumento da fase contratil da curva bifasica, sugerindo que na resposta diminuida a
ACh observada nesses animais pode também estar envolvido o aumento da
sintese/liberagdo de EDCFs. Em animais Wistar nutridos ou desnutridos in utero,
porém, nao foi observada a curva bifasica. Isto pode indicar que na alteracdo de
reatividade aACh promovida pela desnutricdo intra -uterina nesses animais ha menor
desequilibrio da sintese de fatores endoteliais, que explicaria a reducao de resposta
relaxante aACh, sem entretanto permitir o aparecimento de fase contratil.

Em resumo, podemos sugerir que a desnutricdo intra-uterina promoveu nos
animais Wistar e SHR, diminuicdo de resposta a ACh. Essa alteracdo de
relaxamento parece ocorrer independentemente do sexo dos animais e também da

linhagem estudada, uma vez que foi observada tanto em animais SHR quanto em



Wistar, de ambos os sexos. Contudo, ndo podemos afirmar qual € o mecanismo
exato pelo qual a desnutricdo intra-uterina induziu essa alteracdo, podemos sugerir 0
possivel envolvimento de: 1) reducdo da expressao de receptores muscarinicos Mg;
2) alteragdo da fung¢do moduladora do endotélio sobre a reatividade vascular a esse
agente vasodilatador; 3) ambas.

A desnutricdo intra-uterina alterou a resposta vasoconstritora aNA apenas em
anéis de aorta com endotélio intacto pois a resposta induzida pela NA em anéis de
aorta sem endotélio isolados de animais Wistar e SHR desnutridos in utero foi
semelhante a aquela induzida em anéis de aorta sem endotélio isolados dos
respectivos controles nutridos. Isto indica que a capacidade contratil do musculo liso
vascular ndo foi alterada pela desnutricdo intra-uterina, pelo menos no que se refere
a esse agente vasoconstritor.

A hiperreatividade aNA observada em anéis de aorta com endotélio isolados
de Wistar e SHR desnutridos in utero pode ser, em parte, devida ao aumento da
expressao de receptores a-adrenérgico na célula endotelial. De fato, alguns autores
tem proposto que a exposicdo a glicocorticéides pode modular expressédo de
receptores adrenérgicos. Os glicocorticéides aumentam a resposta adrenérgica
diretamente através do aumento da expressdo de receptores a e b adrenérgicos
(SECKL et al., 1995). HUFF et al. (1991) observaram no figado de ratos expostos a
glicocorticéides interconversao de receptores adrenérgicos. Foi demonstrado que os
glicocorticoides também aumentam a transcricdo de receptores b-adrenérgicos em
pulmé&o de humanos (MAK et al., 1995). Logo, a desnutricdo intra-uterina pode levar
ao aumento da reatividade aNA através do aumento da expresséao de receptores a-

adrenérgicos na célula endotelial.



Alteracdes da producédo de fatores vasoativos derivados do endotélio também
podem estar envolvidos na hiperreatividade aNA induzida pela desnutricdo intra -
uterina, uma vez que, a noradrenalina, assim como a acetilcolina, é capaz de liberar
simultaneamente EDRFs e EDCFs (NIGRO et al.,, 1990; ARRIBAS et al., 1994).
Além dos prostanéides vasoconstritores, tal como a TXA; e PGH,, outros EDCFs
também sao liberados via receptor a,-adrenérgico, como a ANG-II e a endotelina-1
(ET-1) (LUSCHER & BARTON, 1997; TABERNERO et al., 1999). O aumento da
sintesel/liberacdo desses peptideos vasoativos podem estar contribuindo para a
resposta alterada aNA. Trabalhos na literatura tem demonstrado que animais
submetidos a desnutricdo intra-uterina apresentam aumento do numero de
receptores para ANG-Il (SHERMAN & LANGLEY-EVANS, 1998) e também
hipersensibilidade do musculo liso vascular & agfes vasoconstritoras desse
peptideo (LANGLEY-EVANS et al., 1999). MORIN et al. (1998) demonstraram que a
exposicao a glicocorticdides aumenta a transcricdo do gene da pré-proendotelina-1
em células do musculo liso vascular de ratos. A sintese da ET-1 € controlada através
do nivel de transcricao, logo o aumento de RNAm acarreta, paralelamente, aumento
da sintese protéica e da acdo vasoconstritora desse peptideo. Além disso,
PROVENCHER et al. (1998) observaram que exposicdo a baixas doses de
glicocorticoides acarreta aumento da expressdo de pré-proendotelna-1 em aorta
toracica de ratos. A desnutricdo intra-uterina promovendo o aumento da sintese
desses peptideos vasoativos e/ou diminuicdo da producdo de EDRFs poderia estar
contribuindo para a hiperreatividade aNA observada nos animais Wistar e SHR.

Outro dado importante do presente trabalho e que devemos ressaltar é que

como ndo foram observadas alteracdes de resposta aNA quando comparamos,



entre si, anéis de aorta com endotélio e anéis sem endotélio isolados das
respectivas proles desnutridas in utero, podemos sugerir que a desnutricao intra-
uterina foi capaz de promover acentuada alteracdo da célula endotelial nessas
proles a ponto de anéis de aorta com endotélio responderem como se o endotélio
tivesse sido removido.

Resumindo, podemos sugerir que a desnutricdo intra-uterina promoveu
hiperreatividade anoradrenalina e essa alteracdo ocorreu independente do sexo e
da linhagem estudada. Além disso, podem estar ocorrendo modificacdes da
expressdo de receptores a-adrenérgico na célula endotelial e/ou aumento da
sinteselliberacéo de EDCFs.

Para investigar se alteracdes do desenvolvimento renal também poderiam
estar contribuindo para o aparecimento da hipertensédo induzida pela desnutricdo
intra-uterina, foram avaliados o peso renal e o numero total de néfrons de animais
nutridos e desnutridos in utero, de ambas as linhagens. Dados na literatura tem
demonstrado diminuicdo do peso renal (MERLET-BENICHOU et al.,1994),
nefrogénese irregular, diminuigdo da fungéo renal e hipertrofia glomerular em ratos
submetidos adesnutricdo fetal (LUCAS et al., 1997; LANGLEY -EVANS et al., 1999).
Considerando que os néfrons sdo importantes determinantes da funcéo renal e da
pressdo sanguinea, a diminuicdo acentuada do numero total de néfrons pode estar
prejudicando as funcgdes renais e, a longo prazo, acarretando elevacdo da pressao
arterial. BRENNER et al. (1988) concluiram que o risco de desenvolver hipertensédo
arterial esté inversamente relacionado com o numero total de néfrons. Corroborando
esta hipotese, foi observada diminuicdo de 25% do numero total de néfrons em ratos

espontaneamente hipertensos quando comparados a ratos normotensos



(NYENGAARD & BENDTSEN, 1992; GERBER & STERN, 1999). No presente
trabalho ndo detectamos alteracdes do peso seco de rins de animais de ambos 0s
grupos experimentais, apenas foi observado aumento do peso total do rim de
fémeas SHR e Wistar desnutridas in utero, indicando edemaciamento desse 6rgao.
No entanto, o estudo histolégico demonstrou grande reducdo do numero total de
néfrons em animais desnutridos em compara¢do aos nutridos. Como nao foram
observadas alteragcdes do peso seco dos rins de animais desnutridos podemos
sugerir que a desnutricdo intra-uterina promoveu hipertrofia glomerular, ou seja,
aumento do diametro do glomérulo, provavelmente na tentativa de compensar o
déficit do nimero de néfrons. Logo, os eventos ocorridos in utero podem modificar e
“programar”, permanentemente, as estruturas e funcdes renais podendo estar
também contribuindo para o desenvolvimento da hipertensdo induzida pela
desnutricao intra-uterina.

Em conjunto, nossos dados permitem sugerir que a desnutricdo intra-uterina
promove elevacdo dos niveis presséricos e que alteracdes da reatividade vascular,
bem como do desenvolvimento renal parecem estar envolvidos na hipertensao
induzida pela desnutricdo intra-uterina. Além disso, esses efeitos promovidos pela
desnutricdo intra-uterina ocorrem independentemente do sexo e da linhagem

estudada.



6.0. CONCLUSOES

Com base nos resultados encontrados até 0 momento podemos concluir que:

A desnutricao intra-uterina promoveu reducao acentuada do peso ao nascer de

animais Wistar e espontaneamente hipertensos (SHR).

Os efeitos deletérios da desnutricao intra-uterina foram capazes de transformar
animais considerados normotensos em hipertensos, e exacerbar a hipertensao

arterial ja existente em animais SHR.

Em animais Wistar a desnutricdo intra-uterina comprometeu a funcéo
moduladora de endotélio sobre a reatividade vascular, uma vez que foram
observadas hiporeatividade a acetilcolina (vasodilatador dependente do
endotélio), sem alteracdo de resposta ao NPS (vasodilatador independente do
endotélio), e hiperreatividade anoradrenalina apenas em anéis de aorta com

endotélio isolados desses animais.

A desnutricdo intra-uterina exacerbou a disfuncdo endotelial j4 existente em

animais SHR comprometendo ainda mais a fungdo moduladora do endotélio



sobre a reatividade vascular, pois agravou a resposta diminuida aacetilcolina e

acarretou hiperreatividade anoradrenalina.

A desnutricdo intra-uterina promoveu, em ambas as linhagens estudadas,

reducdo acentuada do numero total de néfrons.

A elevacdo de pressdo arterial das proles desnutridas in utero pode ser
decorrente da alteracdo da funcdo moduladora do endotélio sobre a reatividade

vascular e também de modificacdes do desenvolvimento renal.

Os efeitos promovidos pela desnutricdo intra-uterina parecem ocorrer

independentemente do sexo e da linhagem estudada.
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ABSTRACT

Epidemiological studies suggest that intrauterine undernutrition can play an
important role in the development of arterial hypertension in adulthood (FERRARI et
al., 2000). Furthermore, maternal malnutrition during organ developmental stage
impairs fetal growth and is believed to alter permanently the metabolism and
physiology of the developing tissues. The aim of the present study was to examine
the effects of intrauterine undernutrition in the arterial blood and vascular reactivity
pressure of male and female normotensive (Wistar) and spontaneously hypertensive
(SHR) rats offspring. Female pregnant rats (Wistar and SHR) were fed either normal
or 50% of the normal intake diets, during the whole gestational period. Arterial blood
pressure and the norepinephrine (NE), acetylcholine (ACh) and sodium nitroprusside
(SNP) dose-response curves in isolated aortic rings of their offspring (male and
female — when they reached adulthood) were determined. In Wistar rats, the
intrauterine undernutrition induced an increase in the arterial blood pressure, leading
to hypertension. Dietary restriction during pregnancy of Wistar rats altered the
vascular reactivity to NE and ACh, whereas the response to SNP remained unaltered
in the offspring. In the SHR offspring (male and female) the intrauterine undernutrition
exacerbates the already existing hypertension and endothelial dysfunction. In
summary, this study has shown that intrauterine undernutrition increased the arterial
blood pressure and altered the vascular reactivity of male and female normotensive

and SHR offspring.



Key Words: intrauterine undernutrition, blood pressure, vascular reactivity,

endothelium, hypertension.
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