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RESUMO

A hipertensdo é um disturbio multifatorial caracterizado pela interacdo de fatores
genéticos e ambientais. Estudos epidemiologicos recentes sugerem que insultos ao feto,
muitas das vezes ocasionados pela nutricdo materna inadequada, favorecem alteracbes em sua
programacéo fetal. Sendo assim, esse estudo avaliou, a fungdo endotelial, biomarcadores
teciduais do estado redox, assim como possiveis lesdes em 6rgdos alvo, através da sobrecarga
de sal em prole de ratos Wistar. Inicialmente, quatro machos e dez fémeas (geracao P) foram
divididos igualmente em grupos controle (N) e tratado (H), este com racdo suplementada com
NaCl 4%, durante 16 semanas. Apos esse periodo houve o acasalamento dos animais em cada
um dos grupos, dando origem as crias (F-1). Ap6s o desmame, as proles do grupo controle
(N) foram divididas nos grupos (NN) recebendo dieta padrdo e (NH) recebendo dieta com
NaCl 4%. As do grupo tratado (H) foram divididas em (HN) recebendo dieta padréo e (HH)
recebendo dieta com NaCl 4%, durante o mesmo periodo. Em seguida avaliamos a funcédo
endotelial em ratos acordados, biomarcadores (TBARS, FRAP, SOD, CAT E PC) e a urina de
24 horas. Percebemos uma reducdo da reatividade vascular dependente do endotélio na
relagdo 200ng ACH/20ug NPS quando comparamos os grupos NH (1.00£0.09) e HH
(0.70+0.21), mmhg, p<0,05. Na avaliacdo do estado redox do arco aortico, verificamos que
0s grupos HN (0.14+0.03) e HH (0.18+0.06) reduziram o TBARS em relagdo ao grupo NH
(0.37+0.08), nmol MDA/proteina mg, p<0.005. Percebemos também nesta amostra que 0s
grupos NN (0.97+0.34) e NH (1.16+0.5) reduziram a SOD em relacdo ao grupo HH
(1.93+0,5), U/proteina mg, p<0.05. Na adrenal os grupos NN (0,803 + 0,313), NH (0,722 +
0,297) e HH (0,695 + 0,186) reduziram o0 TBARS em relacdo ao HN (1,886 + 1,044), nmol
MDA/proteina mg, p<0.05. Nos ventriculos cardiacos observamos que o grupo HN
(0.77+£0.16) reduziu o TBARS em relacdo ao HH (1.13£0.18), nmol MDA/proteina mg,
p<0,05. Neste tecido o grupo HN (0.51+0.47) aumentou a SOD em rela¢do ao grupo NH
(0.47+0.45 U/proteina mg), p<0,05. Nos rins a microalbumindria no grupo HH (0,011 +
0,006) foi maior que o grupo HN (0,005 + 0,002) mg/24hs, p<0,05. Em sintese, 0s principais
achados do presente estudo foram a piora de funcdo endotelial e o indicio de les&o renal no

grupo HH, assim como aparente protecao evidenciada no grupo HN ao dano oxidativo.

Palavras-chave: Estresse oxidativo. Fungdo endotelial. Hipertensdo arterial. Programacao
fetal.






ABSTRACT

Hypertension is a multifactorial disorder characterized by the interaction of genetic and
environmental factors. Recent epidemiological studies suggest that insults to the fetus, often
caused by inadequate maternal nutrition, favor changes in fetal programming. Thus, this study
evaluated endothelial function, tissue biomarkers of the redox state, as well as possible lesions
in target organs, through salt overload in offspring of Wistar rats. Initially, four males and ten
females (P generation) were also divided into control (N) and treated (H) groups, with ration
supplemented with 4% NacCl, for 16 weeks. After this period the animals were mated in each
of the groups, giving rise to the offspring (F-1). After weaning, the offspring of the control
group (N) were divided into groups (NN) receiving standard diet and (NH) receiving diet with
4% NaCl. Those of the treated group (H) were divided into (HN) receiving standard diet and
(HH) receiving diet with 4% NaCl, during the same period. We then evaluated the endothelial
function in agreed rats, biomarkers (TBARS, FRAP, SOD, CAT and PC) and urine for 24
hours. We observed a reduction in endothelium-dependent vascular reactivity in relation to
200ng ACH / 20pg SPL when we compared the NH groups (1.00 + 0.09) and HH (0.70 +
0.21), mmhg, p <0.05. In the evaluation of the redox state of the aortic arch, we observed that
the groups HN (0.14 = 0.03) and HH (0.18 + 0.06) reduced TBARS in relation to the NH
group (0.37 £ 0.08), nmol MDA / protein mg, p <0.005. We also found in this sample that NN
(0.97 £ 0.34) and NH (1.16 + 0.5) groups reduced SOD in relation to the HH group (1.93 +
0.5), U / protein mg, p <0.05. In adrenal NN (0.803 £ 0.313), NH (0.722 £+ 0.297) and HH
(0.695 + 0.186) reduced TBARS relative to HN (1.886 + 1.044), nmol MDA / protein mg, p
<0.05. In the cardiac ventricles we observed that the HN group (0.77 = 0.16) reduced TBARS
in relation to HH (1.13 £ 0.18), nmol MDA / protein mg, p <0.05. In this tissue the HN group
(0.51 £ 0.47) increased the SOD in relation to the NH group (0.47 £ 0.45 U / mg protein), p
<0.05. Increased microalbuminuria in the HH group (0.011 £ 0.006) in relation to the HN
group (0.005 + 0.002) mg / 24hs, p <0.05. In summary, the main findings of the present study
were worsening of endothelial function and the indication of renal injury in the HH group, as

well as apparent protection evidenced in the HN group for oxidative damage.

Key words: Arterial hypertension. Endothelial function. Fetal programming. Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

A hipertensdo é uma das principais causas de morte evitdvel nos paises
desenvolvidos, bem como de crescente prevaléncia naqueles em desenvolvimento. Seu
descontrole aumenta consideravelmente o risco de doengas cardiovasculares,
cerebrovasculares e renais (JUHASZ et al.,, 2018). Embora se saiba muito sobre os
mecanismos que controlam a pressao arterial, uma causa especifica apenas pode ser
determinada em uma pequena parte da populacédo, portanto, na maioria dos casos, utilizamos
o termo "hipertensao essencial” (IADECOLA; DAVISSON, 2008).

Acredita-se que a etiologia da hipertensdo essencial humana seja multifatorial,
haja vista que a hereditariedade pode explicar ndo mais do que 20 a 40% desta, por isso,
fatores ambientais tém sido objeto de intenso estudo ha décadas. A dieta, o tabagismo, a
atividade fisica e obesidade, dentre outros, provavelmente desempenham um papel importante
em seu desenvolvimento (VEHASKARI; AVILES; MANNING, 2001).

Um crescente corpo de evidéncias apoia o conceito de que as mudancas ocorridas
no ambiente intra-uterino durante periodos “sensiveis” do desenvolvimento embrionario, ou
na dieta infantil, ap6s o nascimento afetariam o desenvolvimento do individuo,
consequentemente, resultando em alteracBes na sua salde no decorrer do envelhecimento.
Esse fenomeno foi chamado entdo de “programacgdo de desenvolvimento” ou “origens de
desenvolvimento da saude e da doenga (DOHaD)” (BARKER, 2004, p. 28).

O crescimento e o desenvolvimento uterino sao processos dindmicos e complexos
que requerem a orquestracdo de uma variedade de fatores maternos, paternos e fetais para um
6timo resultado. Essa complexa interacdo garante o adequado suprimento de nutrientes,
oxigénio e sinais endocrinos, pois sdo elementos fundamentais para um normal
desenvolvimento (REICHETZEDER et al., 2016),

As respostas adaptativas embrionérias e fetais a um ambiente intrauterino
inadequado, muitas das vezes ocasionado pela ma nutricdo materna, resultardo em
consequéncias adversas permanentes para a salde ao longo da vida (ZOHDI et al., 2014).
Embora essas adaptacGes fetais permitam sobrevivéncia, essas resultam também em
consequéncias a longo prazo, como alteracbes fisiopatoldgicas nas estruturas
cardiovasculares, renais, metabolicas, respiratorias, enddcrinas e sistemas nervosos (OJEDA,
GRIGORE; ALEXANDER, 2008).

Todos os tecidos e 6rgdos sdo essencialmente derivados de pequenas populagdes

de linhagens celulares embrionarios, as quais se proliferam nos periodos embrionario e fetal,
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pois se diferenciam em formas especializadas, & medida que os 6rgdos se amadurecem. A
falta de nutrientes ou de sinais-chave durante esses estdgios de desenvolvimento pode
ocasionar consequéncias irreversiveis, as quais alteram o nimero e o0s tipos das células
presentes, afetando ndo apenas as funcdes especializadas, mas também modificando o perfil
dos genes expressos dentro de um tecido, ja que, alteram o caminho da sinalizacdo celular,
modificando a produgdo de hormonios e a capacidade das células em responder a sinais
hormonais (LANGLEY-EVANS, 2006).

Portanto, a hereditariedade ou o componente familiar pode ser responsavel pela
susceptibilidade as doencas crbnicas ndo transmissiveis. Desta forma, fatores externos como a
dieta podem atuar manifestando uma heranga genética, determinando doencas na vida adulta
através de geragdes o que vem sendo denominado heranga “Epigenética” (GLUCKMAN;
HANSON; BEEDLE, 2007).

A definicdo do termo "epigenética" estd em continua evolucdo. Waddington
cunhou o termo para descrever a premissa de que 0s genes podem responder a um ambiente
dindmico e, portanto, moldar fenétipos de modo que eles sejam perfeitamente vantajosos para
o individuo (WADDINGTON, 1942). Uma definicdo operacional mais recente estreitou o uso
para incluir a necessidade da herdabilidade, seja através de geracdes ou células filhas, que
envolvam o apagamento e a substituicdo subsequente de marcas epigenéticas (BERGER et
al., 2009).

Na ultima década, neurocientistas usaram o termo "modificacfes epigenéticas”
para se referir as modificagdes funcionais da cromatina que altera a expressdo génica,
entretanto, que ndo envolvam uma alteragdo na sequéncia do DNA (BALE, 2015).

As mudangas epigenéticas sdo observacdes sensiveis dos efeitos das exposicdes
agudas e crbnicas a fatores ambientais, por isso as respostas sdo geralmente ndo lineares e
dependem de estagios da vida. Uma exposicdo aguda e de baixa dose a um fator ambiental,
quando ocorrer durante a janela de susceptibilidade do desenvolvimento fetal, pode gerar
efeitos muito maiores do que aquelas de alta dose no decorrer na exposi¢do ao adulto (HO et
al., 2012).

Essas mudancas epigenéticas podem ser espontaneas, ou conduzidas por
influéncias externas ou internas, sendo que a influéncia nutricional no desenvolvimento de
alteracOes epigenéticas aponta para um aumento da incidéncia de doencas nas populacdes
expostas a dietas desbalanceadas (PATTI, 2013). As dietas com altos teores de sal “dietas de
cafeteria” ou “ocidentais”, tém sido associadas ao aumento da pressdo arterial sistémica,
alteracdes cardiovasculares e injaria renal (BAYOL; FARRINGTON; STICKLAND, 2007).
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A ingestdo diaria moderada de sal é essencial para a vida, a medida que mantém
uma homeostase adequada de volume de liquido extracelular e pressao arterial. No entanto,
seu consumo excessivo pode acarretar manifestacGes e agravamento da hipertenséo arterial,
além de provocar efeitos nocivos sobre o sistema cardiovascular, independente de ascensao da
pressao sanguinea (KUSCHE-VIHROG; SCHMITZ; BRAND, 2015).

Um dos precursores responsaveis por levar ao desenvolvimento de patologias
cardiovasculares ¢ a disfuncdo endotelial, que pode ser definida como um estado patologico
sistémico do endotélio derivado de um desequilibrio entre substancias vasodilatadoras e
vasoconstritoras. J& as alteracBes vasculares, devido ao excessivo consumo de sal, estdo
relacionadas a uma alteracdo na sintese de dxido nitrico (NO), tendo como consequéncia um
prejuizo na vasodilatacdo dependente do endotélio, comprometendo assim a capacidade de
resposta das células endoteliais ao estresse de cisalhamento vascular (KAGOTA, 2002).

Entretanto, outro componente importante na fisiopatologia das doencas vasculares
é desempenhado pelo estresse oxidativo, especialmente pelas espécies reativas de oxigénio
(ERO). O incremento da producdo de anions superoxido aumenta a inativacdo do NO,
acarretando um acumulo de peroxinitrito (OONQO") e perdxido de hidrogénio (H2O2). Logo, as
ERO participam do crescimento, apoptose e migracao das células musculares lisas vasculares
na modulacdo da funcdo endotelial, incluindo o relaxamento dependente do endotélio, na
expressdo do fenGtipo pré-inflamatério e na modificagdo da matriz extracelular (FORTUNO
et al., 2005).

Todos esses eventos desempenham papéis importantes nas doencas vasculares,
principalmente na hipertensdo, sugerindo que as fontes das ERO e as vias de sinalizacdo que
elas modificam, possam representar alvos terapéuticos importantes.

Portanto, no presente estudo avaliamos efeitos da sobrecarga de sal na funcdo
endotelial, em biomarcadores do estado redox e no comprometimento de 6rgdos-alvo como

marcadores da programacao fetal em prole de ratos wistar.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Programacéo Fetal

Com base na premissa da “plasticidade do desenvolvimento”, quando um unico
genotipo influenciado por eventos intrauterinos especificos tem a capacidade de produzir
diferentes fenoOtipos. Esta teoria baseia-se no fato de que existem periodos singulares do
desenvolvimento no qual um organismo ¢ “plastico” ou ‘“sensivel” ao seu ambiente
(CALKINS; DEVASKAR, 2011). Dessa maneira, maximizando a diversidade para fornecer o
melhor ajuste entre fen6tipo e ambiente.

O ambiente fetal é considerado um fator essencial na etiologia das doencas
cardiovasculares ao longo da vida adulta. A hipétese de que as experiéncias produzidas no
inicio da vida poderiam exercer uma grande influéncia sobre o risco cardiovascular, foi
apresentada pela primeira vez pelo Dr. Anders Forsdahl em 1973. Seus estudos evidenciaram
que condicdes sociais precarias poderiam servir de estimulo adverso no decorrer de infancia e
da adolescéncia, possibilitando a manifestacdo de doencas cardiovasculares no decorrer da
idade adulta (FORSDAHL, 1977). Em outras palavras, 0 modo de vida atual, com alto
consumo de gorduras, tende a elevar o colesterol sérico mais nas pessoas que cresceram em
familias pobres do que aquelas que ndo vivenciaram a pobreza.

Posteriormente, o Dr. David Barker avangcou esse conceito ao insinuar que essas
repercussdes se originavam na vida pré-natal, possibilitando em um aumento do risco
cardiovascular. Ambas as observacdes originarias levaram-no a fazer uma forte correlacdo
entre doenca coronariana e mortalidade infantil (BARKER; OSMOND, 1986), sugerindo que
uma ma nutricdo no inicio da vida aumentava a suscetibilidade aos efeitos de uma dieta
afluente. Em estudos epidemioldgicos realizados na Inglaterra e no Pais de Gales, ao final da
década de 1980.

Contudo, o Dr. Barker descreveu pela primeira vez a relagéo inversa entre peso ao
nascer e o risco de doencas cardiovasculares em 1988 (BARKER et al., 1989), idealizando o
ambiente fetal como um novo componente na etiologia dessas enfermidades.

Entdo, baseado em suas observacdes, Barker considerou que a programacao do
desenvolvimento da doenca em adultos ocorreria em resposta a um desequilibrio no
transcorrer da vida fetal, entre suas demandas e a oferta de nutrientes, resultando em uma
desnutricdo fetal. Resaltou que, prejuizos nesse progresso poderiam ser marcados pela

restricdo de crescimento intrauterino e baixo peso ao nascer, resultando em adaptagdes a um
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ambiente fetal adverso. Esse principio foi denominado entdo de "Hipdtese de Barker",
também chamado de "Hipdtese de Programacgdo Fetal” ou de teoria da "Origem do
Desenvolvimento de Salude e Doencas (DOHaD)" (BARKER, 2004, p. 28).

Embora essas adaptacdes fetais permitam a sobrevivéncia, elas também resultam
em consequéncias em longo prazo, como alteragfes marcadas na estrutura e na fisiologia das
doencas cardiovasculares, renais, metabolicas, respiratorias, endocrinas e sistemas nervosos
(FOWDEN; GIUSSANI; FORHEAD, 2006).

A relacdo entre um deficitario ambiente intrauterino, o crescimento fetal restrito e
0 aumento do risco do surgimento de doencas na vida adulta ficaram bem evidenciados no
“The Dutch famine study”, “Estudo da fome holandesa”. Neste estudo retrospectivo, as
criangas nascidas durante a segunda guerra mundial foram atingidas pela escassez de
alimentos, uma vez que a ingestdo nutricional média diaria de suas genitoras variavam entre
400 a 800 calorias (ROSEBOOM et al., 2000).

Dessa maneira, os descendentes que foram expostos a fome no decorrer de seu
primeiro trimestre de gestacdo exibiram um risco mais acentuado de manifestar doenca
coronariana na velhice, fato que ndo foi confirmado quando a exposicdo acorreu durante fases
posteriores da gestacdo. Pessoas que desenvolviam doenca cardiaca coronaria apresentavam
um menor peso ao nascimento e um menor perimetro cefalico, todavia, o efeito da exposicdo
a fome no inicio da gestacdo foi independente do peso ao nascer.

Entretanto, aqueles sucessores que vivenciaram a restricdo a partir da metade, ou
no terceiro trimestre de sua gestacdo se apresentavam mais leves ao nascer, e quando adultos,
demonstraram reducéo da tolerancia a glicose (ROSEBOOM et al., 2000).

Curiosamente, foi demonstrado em outros estudos que a supernutricdo materna
resultava em um aumento de peso em sua prole (OESTREICH; MOLEY, 2017), acarretando
efeitos semelhantes na salde destes, como foi observado nos filhos com baixo peso ao nascer,
derivados de um ambiente intruterino pobre em nutrientes. Logo, descendentes grandes para
idade gestacional geralmente exibem uma massa adiposa aumentada, assim como um risco
acentuado de apresentar doencas metabolicas quando ja forem adultos (REICHETZEDER et
al., 2016).

A hipdtese de crescimento “catch-up” ou “crescimento acelerado pds-natal”, que
foi proposta ha aproximadamente vinte anos pelos pesquisadores Alan Lucas e Atul Singhal.
Na qual, quando a taxa de crescimento pds-natal excedia o crescimento linear normal em uma

prole, predispunha os mesmos a um elevado risco de desenvolver doencas metabdlicas e
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cardiovasculares (LUCAS, 1998). Portanto, estabelecendo o ganho de peso po6s-natal como
um importante marcador para a programacéo da doenga em adultos.

No entanto, ao confrontar confrontado com a adversidade nutricional, o feto
podera sofrer remodelages, alterando dessa forma a estrutura e a funcdo de varios 6rgéos,
para preservar o neurodesenvolvimento e promover a sobrevivéncia. Essas adaptagdes
preparam o feto para a vida extrauterina, na qual estressores adicionais podem ser
encontrados. Por isso, devem se reconhecer que com 0 passar do tempo essa vantagem
evolucionaria da “plasticidade” ¢ perdida, e as respostas aos desafios ambientais ou
patoldgicos se tornam restritos (CALKINS; DEVASKAR, 2011).

Pesquisadores comecaram a se concentrar na identificacdo dos mecanismos
responsaveis pela associacdo entre exposicOes intrauterinas e desfechos de doengas em
adultos, revelando os papéis para varios sistemas regulatérios, 6rgdos e tecidos em
desenvolvimento na programacéo. Estes incluem os hormonios insulina e leptina (BRETON,
2013), o hipotalamico-hipofisario eixo adrenal (CHEONG et al., 2016), sinalizacdo e
metabolismo do tecido adiposo (FENG; ZHANG; XU, 2013), funcdo mitocondrial
(MCCONNELL, 2006), o sistema vascular e a funcdo placentaria (MYATT; ROBERTS,
2006).

Percebe-se que, 0s avancos nestes sistemas estdo sendo feitos, uma vez que 0s
fundamentos epigenéticos sdo identificados. Epigenética é definida como mudanca hereditaria
na expressao génica, a qual ndo envolve mudancas na sequéncia do acido desoxirribonucleico
(DNA), tendo em vista que uma mudanca no fenétipo ocorre sem uma mudanga no genotipo
(PAL; TYLER, 2016). Logo, essa classe de mecanismos epigenéticos sdo as modificagdes da
cromatina, como a metilagdo do DNA e histona metilagdo e acetilagdo (BALE, 2015). Na
maioria das incidéncias, a metilacdo do DNA ou das histonas impede a transcricdo de um
fator de ligacdo e, assim, inibe a transcricdo génica.

Outros mecanismos epigenéticos incluem o &cido ribonucleico (RNA) ndo
codificantes e micro-RNAs (GLUCKMAN et al., 2008), mas o papel destes na DOHaD ainda
ndo foi determinado. E, as atencGes atuais nas pesquisas sobre a DOHaD sdo as definicdes
dos mecanismos epigenéticos envolvidos na transmisséo e no desenvolvimento programado

de marcas para as geracoes futuras.
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2.2 Funcéo endotelial

O endotélio vascular € uma camada monocelular que reveste a superficie luminal
de todos 0s vasos sanguineos, constituindo uma interface ativa, estrategicamente situada entre
a circulacdo e o restante da parede vascular. Quando intacta controla a permeabilidade
vascular, regulando o trdfego de moléculas e de células. Provendo uma interface néo
trombogénica entre 0s vasos e 0s componentes sanguineos, mantendo a fluidez do sangue e
modulando a vasomotricidade, ajustando o calibre dos vasos as constantes alteracdes
hemodindmicas, humorais e a prépria estrutura vascular (BATLOUNI, 2001).

Local ativo de sintese, o endotélio pode ser considerado um verdadeiro sistema
autocrino, paracrino e endocrino do organismo humano, que responde a varios estimulos,
produzindo e secretando muitos compostos metabolicamente ativos, além de executar ou
inibir os efeitos de substancias circulantes (BRANDES; FLEMING; BUSSE, 2005).

Sendo assim, a importancia do endotélio e seu efeito no tébnus vascular foram
reconhecidos pela primeira vez em 1980, quando Furchott e Zawadzki descobriram que o
relaxamento da artéria aorta isolada de coelhos era provocada pela acetilcolina e dependia da
presenca de células endoteliais intactas em suas prepara¢fes (FURCHGOTT; ZAWADZKI,
1980). Suas investigacdes mostraram que a acetilcolina interagia com o0s receptores
muscarinicos das células endoteliais para estimular a liberacdo de uma ou mais substancias
que causavam o relaxamento do musculo liso subjacente, logo em seguida, a substancia
relaxante foi denominada fator de relaxamento derivado do endotélio (EDRF).

Entretanto, apenas em 1988 Furchott e Ignarro sugeriram, simultaneamente, que o
EDRF e o Oxido nitrico eram a mesma molécula (FURCHGOTT et al., 1989;IGNARRO et
al., 1989).

Isso posto, estudos na literatura apontam que as células endoteliais sdo capazes de
sintetizar varias substancias vasoativas, sendo classificadas em fatores relaxantes e contrateis.
Os fatores relaxantes derivados do endotélio sdo: o 6xido nitrico (NO), a prostaciclina (PGl,)
e o fator hiperpolarizante derivado do endotélio (EDHF); ja osos fatores contrateis derivados
do endotélio sdo a endotelina e o tromboxano (DEANFIELD; HALCOX; RABELINK, 2007).

O NO constitui uma das menores e mais simples moléculas biossintetizadas, €
gasosa, inorganica e incolor, possui sete elétrons do nitrogénio e oito do oxigénio, tendo um
elétron desemparelhado (possui radicais livres), dessa forma tornando-o altamente reativo
(BECKMAN; KOPPENOL, 1996). Até meados da década de 1980, o NO era considerado
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apenas membro de uma familia de poluentes ambientais indesejaveis e carcindgenos
potenciais.

A biossintese do NO compreende uma das fungdes mais importantes do
metabolismo da L-arginina no organismo (FIG. 1). Sendo formado, a partir do nitrogénio da
guanidina presente na L-arginina, sob a acdo catalitica da enzima d6xido nitrico sintase (NOS),
gerando concentragOes equimolares de L-citrulina, (EPSTEIN; MONCADA,; HIGGS, 1993).

Figura 1 - Esquema ilustrativo da formacao do 6xido nitrico a partir do metabolismo da
Arginina pela ativacao da enzima oxido nitrico sintase, NOS

NH, NH,= 0
| l
%: NH2 c
i !
NH NADPH NADP + H,0 NH + m
(CH,)3 - T, (CH,)s
I NOS |
T H—coo
NH,* NH,*

Fonte: LEHNINGER, 2002. Adaptado.

Uma variedade de isoformas da NOS tem sido purificada em diferentes tecidos de
mamiferos e muitas ja tiveram seus genes clonados. Estudos bioquimicos e a analise
sequencial de aminoacidos revelaram que estas isomorfas representam uma familia de
proteinas e, aparentemente, sdo produtos de trés genes distintos (BUSSE; MULSCH, 1990).

Assim, as isoformas da NOS sdo agrupadas em duas categorias: a NOS
constitutiva (c-NOS), dependente de fons calcio (Ca®*) e de calmodulina que esta envolvida
na sinalizacédo celular, e a NOS induzivel (i-NOS) produzida por macrofagos e outras células
ativadas por citocinas (FIG. 2). A ¢-NOS e a i-NOS diferem quanto ao peso molecular, a
forma de ativagdo e a capacidade de sintese de NO (LOSCALZO; WELCH, 1995), ja foram
caracterizadas, purificadas e tiveram os genes clonados (BREDT; SNYDER, 1990).
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A isoforma constitutiva compreende a NOS neuronal (n-NOS, tipo 1), presente
normalmente nos neurdnios e a NOS endotelial (e-NOS, tipo Ill), presente normalmente nas
células endoteliais vasculares e nas plaquetas (RADOMSKI; PALMER; MONCADA, 1990).

A ¢-NOS produz pequenas quantidades de NO, da ordem de nano ou picomols, e
sua ativacdo depende da interacdo com a calmodulina, que, por sua vez, € controlada pelos
niveis de Ca++ (BUSSE; MULSCH, 1990).

A i-NOS néo é expressa sob condi¢bes normais, é induzida por citocinas e/ou
endotoxinas em uma variedade de células, incluindo-se macrdfagos, linfocitos T, células
endoteliais, midcitos, hepatdcitos, condrdcitos, neutrofilos e plaquetas (MONCADA,;
PALMER; HIGGS, 1991). Essa isoforma requer algumas horas para ser expressa, entretanto,
uma vez sintetizada, libera quantidades maiores de NO que a c-NOS e a producdo deste
continua indefinidamente até que a L-arginina ou os cofatores necessarios para sua sintese
sejam depletados ou ocorra morte celular (DUSTING; MACDONALD, 1995).

Figura 2 - Isoformas da NO-sintase

OXIDO NITRICO SINTASE (NOS)

7 \

CONSTITUTIVA INDUZIVEL
e-NOS n-NOS i-NOS

Fonte: DUSSE, 2003. Adaptado.

Todas as isoformas de NOS podem ser inibidas por analogos da arginina N-
substituidos. Como a N®-monometil-L-arginina (L-NMMA), N-imino-etil-Lornitina (L-N10),
N€-amino-L-arginina (L-NAA), N°-nitro- L-arginina (L-NA) e o metil éster correspondente,
0 N-nitro-L-arginina-metil-éster (L-Name), (SIBAL et al., 2010). Estes anadlogos competem

com a L-arginina e agem como inibidores estereoespecificos da NOS.
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A ativacdo da NOS e a consequente sintese de NO pelas células endoteliais
ocorrem, a partir de estimulos que podem ser quimicos ou fisicos. Os estimulos quimicos sdo
originados da interacao de agonistas endégeno/exdgenos com receptores especificos presentes
nas células endoteliais ativadores da acetilcolina, ATP e bradicinina. A interacdo agonista-
receptor, na célula endotelial, promove a formacéo de inositol trifosfato (IP3) que, por sua
vez, induz a liberacdo de fons Ca’* do reticulo endoplasmatico, elevando os niveis de
Ca®" intracelular, formando o complexo célcio-calmodulina, ativando a enzima NOS que ira
atuar na L-arginina, gerando a formacédo do NO pelo endotélio (BUSSE; MULSCH, 1990).

O estimulo fisico é feito pela forca que o sangue exerce sobre a parede das
artérias, denominada forca de cisalhamento, ou shear stress (ROSS, 1999), e 0 mecanismo
pelo qual promove a formacdo de NO nédo estd completamente esclarecido. Sabe-se que as
células endoteliais possuem mecanorreceptores que podem ativar diretamente as proteinas G,
0s canais ibnicos e as enzimas do grupo das proteinas quinases e fosfatases, que vdo promover
a formacdo de segundos mensageiros, desencadeando uma série de reagBes quimicas que
envolvem a participacdo dos ions calcio, até a vasodilatacdo propriamente dita (ANDERSON,
1999).

Assim, as células endoteliais comportam-se de forma dindmica e respondem as
alteracbes tanto dos estimulos fisicos (shear stress) quanto dos estimulos quimicos,
promovendo a sintese e liberacdo de substancias vasoativas (FORSTERMANN, 2006).

Uma vez liberado, o NO difunde-se rapidamente da célula geradora para a célula-
alvo ou, mais particularmente, das células endoteliais para a musculatura lisa do vaso
sanguineo. Na célula muscular lisa, o NO ird ativar uma enzima catalitica, a guanilato ciclase
soltvel (GCs). Essa ativacdo é feita pelo acoplamento do NO com o grupamento heme desta
enzima (sitio receptor) que por sua vez ira formar o monofosfato de guanosina ciclico
(GMPc), a partir da quebra do trifosfato de guanosina (GTP). A formacdo do GMPc promove
a ativacdo da bomba de célcio dentro da célula muscular lisa, diminuindo as concentracfes de
célcio intracelular que promovera a reducdo do ténus vascular (KAGOTA, 2002),(FIG. 3).

Outros mecanismos pelos quais a via NO/GMPc induz vasodilatacdo incluem
inibicdo da geracdo de IP3 (na musculatura lisa), desfosforilacdo da cadeia leve de miosina,
inibicdo do influxo de Ca?, ativacdo de proteinas quinases, estimulagdo da Ca®*-ATPase de
membrana e abertura de canais de K'(URAKAMI-HARASAWA et al., 1997).
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Figura 3 - Esquema ilustrativo da sintese, liberacdo e acdo do NO e o papel da eNOS nasua
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Fonte: ZAGO e ZANESCO, 2006. Adaptado.

A disfuncdo endotelial é frequentemente referida como a piora no relaxamento
dependente do endotélio, causada, entre outros aspectos, pela perda da biodisponibilidade do
NO, uma vez que os fatores de contracdo derivados do endotélio se encontram aumentados.
Este desequilibrio acarreta em um comprometimento na vasodilatacdo dependente do
endotélio, representando assim a caracteristica funcional da disfuncdo endotelial (BONETTI,;
LERMAN; LERMAN, 2003). Algumas doencas, como hipertensdo arterial, diabetes mellitus,
insuficiéncia cardiaca e hipercolesterolemia, podem causar danos ao endotélio, gerando
disfuncdo endotelial, que, muitas vezes, estd relacionada & aterosclerose e aos eventos
cardiovasculares (TEIXEIRA et al., 2014).

O NO desempenha um importante papel na fisiologia da parede vascular, fazendo
uso da inibicdo da inflamacdo, proliferacdo celular e trombose. Uma mudanc¢a fundamental
envolvida neste processo ocorre, a partir de uma mudanga na sinalizacdo, atraves do
silenciamento celular, mediado pelo NO, em direcdo a uma ativacédo da sinalizacdo redox. As
espécies reativas de oxigénio (ERO), na presenca da enzima superdxido dismutase (SOD),
pois levam a geracdo de peroxido de hidrogénio (H,0,), que como NO, podem se difundir
rapidamente por todas as células e reagir com 0s grupos cisteina das proteinas alterando sua

funcéo, como a fosforilacdo de fatores de transcrigéo, a indugdo da remodelacédo da cromatina
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nuclear, assim como nos genes da transcricdo e da ativacdo de protease (DEANFIELD;
HALCOX; RABELINK, 2007).

Em algumas condicdes, o aminoacido L-arginina (substrato da enzima), na falta
do cofator chave tetra-hidrobiopterina (BH4), poderia, através da NOS, produzir superoxido
em maior quantidade do que NO, em uma condig¢do conhecida como desacoplamento da NOS.
Nesse caso, 6xido nitrico e superéxido (O;") juntos podem formar peroxinitrito (ONOQO)
podendo levar a oxidacdo da tetra-hidrobiopterina, um cofator critico para a eNOS, assim,
perpetuando um ciclo vicioso de producdo de ERO (VASQUEZ-VIVAR et al., 1998). Dessa
forma, a capacidade da eNOS de regular tanto o repouso quanto a disfungdo endotelial,
colocam esta enzima no centro da homeostase endotelial.

Embora ndo se possa implicar a disfuncdo endotelial como fator etiologico
primario na hipertensdo arterial, essa disfuncdo contribui com o desenvolvimento e o
agravamento do quadro hipertensivo, inclusive aumentando a proliferagdo de células

musculares lisas e induzindo hipertrofia/hiperplasia da parede vascular.

2.3 Estado redox

Os mecanismos de geracdo de radicais livres ocorrem, normalmente, nas
mitocondrias, membranas celulares, e no citoplasma. Tais mecanismos podem, especialmente,
ser favorecidos pelos ions ferro e cobre (KOURY; DONANGELO, 2003). A mitocondria, por
meio da cadeia transportadora de elétrons, € a principal fonte geradora de radicais livres
(MURPHY, 1999).

Em condigdes fisioldgicas, os organismos aerébicos metabolizam cerca de 90%
do oxigénio (O,) consumido na mitocondria através da cadeia transportadora de elétrons, o
restante € utilizado por enzimas oxidases e oxigenases e por reacBes quimicas de oxidacdo
direta (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004).

O oxigénio sofre reducéo tetravalente, na mitocondria, com aceitacdo de quatro
elétrons, resultando na formacdo de agua (a enzima utilizada nesta reacdo € a citocromo
oxidase). Na parte terminal da cadeia transportadora de elétrons, a referida enzima oxida
quatro moléculas de citocromo ¢ removendo um elétron de cada uma delas. Esses elétrons sdo
adicionados ao O2 formando agua. A acdo da citocromo oxidase controla a geracdo de
radicais livres, impedindo sua geracdo excessiva na mitocondria. No entanto, cerca de 5% do
oxigénio metabolizado nas mitocéndrias sdo desviados para outra via metabolica, dando
origem aos radicais livres (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).
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Tendo em vista a reducéo univalente do O2 sdo gerados os radicais superoxido
(O2+-), hidroxila (OHe) e peroxido de hidrogénio (H202), mediante reacbes especificas,
catalisadas por enzimas e com a participacdo dos ions ferro e de cobre. O H202, a despeito de
ndo ser um radical livre, por ndo ter um elétron desemparelhado na sua uUltima camada
eletronica, possui alto potencial reativo. Diferente dos radicais livres, 0 H202 tem vida longa
e é capaz de atravessar as membranas celulares apresentando-se potencialmente toxico para as
células (FERREIRA; MATSUBARA, 1997).

Além da capacidade do O2+— em participar de reacGes de geracdo de OHe pode
ainda, por meio da reacdo com o radical livre 6xido nitrico (NO«), constituir a espécie reativa
de nitrogénio, peroxinitrito (ONOO-) (MURPHY, 1999).

Outra importante fonte geradora de radicais livres sdo as enzimas NADPH
oxidases (Fosfato de dinucledtido de nicotinamida e adenina). Essas sdo proteinas
transmembrana que tém a fungdo de transferir elétrons através das membranas celulares.
Geralmente, o aceptor de elétrons é o oxigénio e, dessa forma, em decorréncia desse processo,
gera-se o radical O2+—. Estas enzimas existem em pelo menos seis isoformas, diferindo
quanto ao local de expressdo e cofatores necessarios para a sua ativacdo (GRIENDLING;
SORESCU; USHIO-FUKAL, 2000).

A nogdo de “estresse oxidativo” foi originalmente definida por Sies em 1985,
referindo-se ao desequilibrio entre pré-oxidantes e antioxidantes, resultando em larga
biodisponibilidade das espécies reativas de oxigénio (ERO), com dano tecidual (JONES;
RADI, 2014).

Esta definicdo tradicional de estresse oxidativo foi modificada porque agora tal
desequilibrio pode ser localizado em compartimentos subcelulares, como a mitocondria, 0
nucleo, ou localizado na membrana celular. Alteraces na producdo das ERO localizadas nas
mitocéndrias podem afetar a homeostase energética, uma vez que a producdo localizada no
nacleo pode afetar eventos transcricionais e o controle epigenético. As ERO extracelulares
podem participar da sinalizacdo exterior e afetar a funcdo celular (LOPERENA; HARRISON,
2017).

Danos oxidativos a proteinas, lipidios ou DNA podem ser seriamente deletérios e
podem ser concomitantes. Entretanto, as proteinas sdo possivelmente o meio mais imediato
para ocasionar danos oxidativos nas células. Os grupos carbonilicos sdo produzidos nas
cadeias laterais da proteina quando oxidados. Estas por¢des sdo quimicamente estaveis,
facilitando sua deteccdo e armazenamento (DALLE-DONE et al., 2003). O teor de proteina

carbonilada ¢, na verdade, o marcador comumente mais utilizado na oxidagao de proteinas.
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A producgdo endogena de superoxidos e peroxidos de hidrogénio podem iniciar a
peroxidacgdo lipidica em membranas bioldgicas expostas. Os radicais de &cidos graxos entdo
formados podem reagir espontaneamente com o oxigénio, formando peroxiradical. Este por
sua vez pode propagar a peroxidacdo de mais moléculas de acidos graxos, pela retirada de
atomos de hidrogénio, formando hidroperdxidos e novos radicais, levando a oxidacdo de
varias moléculas de &cidos graxos (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

O produto da peroxidacéo lipidica mais frequentemente utilizado como marcador
de desequilibrio redox é o Malondialdeido (MDA) que ¢ formado pela cisdo-f de acidos
graxos poliinsaturados peroxidados e € comumente medido por derivatizacdo com acido
tiobarbiturico (TBA), podendo ser mensurado espectrofotometricamente (AGARWAL,;
CHASE, 2002). O método para deteccdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico é
geralmente reconhecido como TBARS (substancias reativas ao acido tiobarbitarico).

Sob estresse oxidativo, leve ou intermediério, os organismos geralmente
bloqueiam programas gerais de seu ciclo de vida, como a reproducdo ou biossintese extensa,
para desenvolver respostas para prevenir ou neutralizar os efeitos negativos da ERO.
Contudo, sob estas condi¢Ges alguns mecanismos que fornecem sobrevivéncia sob estresse
oxidativo sdo ativados. Esses mecanismos sdo baseados principalmente com base na
suprarregulacdo de enzimas antioxidantes e relacionadas. Os principios de controle da
realizacdo desta reprogramacdo incluem deteccdo, transducdo de sinais através de vias
especificas e regulacdo crescente de genes alvo (LUSHCHAK, 2014).

Antioxidantes sdo moléculas que impedem a oxidacdo de outras moléculas,
muitas vezes sendo oxidadas. Devido a nossa atmosfera rica em oxigénio, todos o0s
organismos vivos, incluindo bactérias, plantas e animais, adaptaram e desenvolveram defesas
enzimaticas e ndo enzimaticas contra o estresse oxidativo cronico (LOPERENA,;
HARRISON, 2017).

O sistema de defesa enzimético inclui as enzimas Superdxido Dismutase (SOD),
Catalase (CAT) e Glutationa Peroxidase (GPx). A SOD catalisa a dismutacdo de O2+— para
H202 e O2 molecular. Catalase e glutationa peroxidase decompdem ainda mais H202 em
H20 e 02. A glutationa peroxidase requer glutationa como co-substrato, produzindo
glutationa oxidada (GSSG) na reagdo. Além do H202 glutationa peroxidase tambeém reduz
hidroperdxidos lipidicos para seus respectivos alcoois e assim protegendo a membrana celular
da peroxidacdo lipidica. Glutationa peroxidase também é protetor contra ONOO- reduzindo
eficientemente a nitrito (HALLIWELL; CROSS, 1994).



38

O sistema de defesa ndo enzimético inclui, especialmente, 0s compostos
antioxidantes de origem dietética, entre os quais se destacam as vitaminas, minerais e
compostos fenolicos. O acido ascorbico (vitamina C), o a-tocoferol e B-caroteno, precursores
das vitaminas E A, respectivamente, sdo compostos vitaminicos potencialmente antioxidantes
(PRASAD et al., 2007).

Os processos envolvendo ERO em organismos vivos estdo sendo extensamente
pesquisados ao longo dos dltimos anos. Estudos com foco em seus efeitos negativos
prevalecem até agora. Contudo, as descobertas no campo, relacionadas aos papeéis das ERO
no sistema imunologico, transducdo de sinal e finalmente regulacdo de fungbes dos

organismos abriram o horizonte para novas pesquisas.

2.4 Sobrecarga de sal e efeitos cardiovascularas

Os mecanismos subjacentes aos aumentos da pressao arterial induzidos pelo sodio
ndo sdo completamente compreendidos, mas podem envolver alteragdes na funcdo renal,
volume de fluidos, hormdnios reguladores de fluidos, vasculatura, funcdo cardiaca e sistema
nervoso autbnomo. Dados pré-clinicos e clinicos recentes sustentam que, mesmo na auséncia
de um aumento na pressao arterial, 0 excesso de s6dio na dieta pode afetar adversamente 0s
6rgdos-alvo, incluindo os vasos sanguineos, coragdo, rins e cérebro (FARQUHAR et al.,
2014).

A evolucdo do consumo de alimentos por seres humanos ocorreu
concomitantemente com mudancas na salde cardiovascular. Da alimentacéo restrita devido a
um ambiente desfavoravel a uma dieta progressivamente rotineira de fast food nas regides da
cultura ocidental, a incorporacdo diaria de certos componentes na dieta afetou diretamente a
salde dos seres humanos (JEW et al., 2009). Atualmente, a ingestdo de sodio na populacédo
em geral é cerca de dez vezes superior a consumida no passado; e pelo menos o dobro da
recomendacéo atual (LOYD-JONES et al., 2010).

A associacdo entre a quantidade de sal na dieta e a pressdo arterial foi
primeiramente sugerida em 1904 e amplamente reconhecida apds Kempner, mostrando em
1948 que as dietas de arroz contendo menos de 0,5 g de sal melhoravam a presséo arterial,
diminuiam o tamanho do coracgdo, invertiam as ondas T no eletrocardiograma e melhoravam
a retinopatia hipertensiva (KEMPNER, 1948). Desde ent&o, a partir de estudos em animais,

evidenciou uma relacdo causal entre o sodio dietético e hipertensdo. Investigacfes em seres
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humanos estabeleceram que a pressdo arterial da populacdo esteja relacionada diretamente
com a ingestdo média de sal.

Em recente meta-analise foi confirmada que a diminuicdo do consumo de sal para
5 g / dia por 4 semanas ou mais reduziu a pressao arterial sistolica e diastolicaem 5 e 2,7
mmHg, respectivamente, em hipertensos e em cerca de metade desses valores em individuos
normotensos. Através deste estudo concluiu que a restri¢cdo alimentar, se aplicada a populagédo
em geral, resultaria provavelmente em melhores desfechos cardiovasculares (HE;
MECGRGOR, 2004).

Em 1963, Borst e Borst-de Geus postularam que “a hipertensdo faz parte de uma
deficiente reacdo homeostatica na excrecdo de sodio renal”, um conceito que foi expandido e
definido por Guyton et al em 1972 com a descricdo do mecanismo pressao/natriurese. A
caracteristica central desse modelo esta relacionada a ligacdo entre a pressdo arterial e o
equilibrio de sddio, onde qualquer desequilibrio entre a ingestdo de sal e excrecdo levaria a
uma alteracdo progressiva no preenchimento do sistema vascular e, portanto, mudangas na
pressdo arterial.

Isso, por sua vez, alteraria a excrecdo de sddio, uma caracteristica definida como a
relagdo pressdo-natriurese (GAYTON et al.,1972). Um aspecto chave neste conceito € o que
coloca o rim no centro do controle da presséo arterial a longo prazo. Logo, qualquer alteragédo
cronica da pressdo arterial deve ter sido acompanhada por uma alteracdo na relacdo presséo-
natriurese.

Uma elevacdo da pressdo arterial € um fator de risco prevalente que tem sido
associado a um aumento da ingestdo de sal. O estudo INTERSALT que avaliou 52 diferentes
populagdes com uma grande variedade no consumo de sal demonstrou uma significativa
correlacdo entre a pressdo arterial e a excrecdo de sodio na urina de 24 horas. Em modelos
animais de lesdo renal, uma alta ingestdo de sal esta associada a um aumento na pressao
glomerular e na deteriorizagdo da fungdo renal (BERNARDI et al., 2011).

Recentemente, Sanders descreveu a ligagdo fisiopatoldgica entre o alto consumo
de sal, com a disfuncdo e rigidez do endotélio, assim como a lesdo de 6rgdos-alvo induzida
pelas alteragcdes na estrutura e fungéo vascular, acarretando modificagbes na produgéo de NO
(SANDERS, 2009).

O NO, além de possuir propriedades vasodilatadoras, inibe a producéo do fator
endotelial de transformacéo do crescimento beta (TGF-f1). Na disfuncdo endotelial, 0 TGF-
B1 ndo é suficientemente bloqueado, dessa forma, a fibrogénese mediada por TGF-B1

contribui com o aumento da rigidez arterial e vasoconstricdo. Seu efeito promove o
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desenvolvimento de hipertensdo, acarretando sintomas relevantes e dano vascular (KUSCHE-
VIHROG et al., 2015).

Um aumento na expressdo de TGF- B1 foi observada em varios modelos de leséo
renal progressiva e doenca cardiovascular. Portanto, é provavel que o TGF- 1 desempenhe
um papel na hipertrofia e fibrose de 6rgdos induzidos por dieta hipersddica (HENRY et al.,
1998.

Uma dieta rica em sal favorece a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), logo esse aumento no estado redox sistémico pode contribuir para prejudicar a
funcdo endotelial, diminuindo a dilatagdo endotélio-dependente. Um mecanismo sugerido,
neste caso, € que a sobrecarga de sal aumenta a producdo do anion superdxido (0O2") ao
interagir com NO, favorecendo a formacdo do peroxinitrito (ONOO), reduzindo a
biodisponibilidade de NO (BRAGULAT et al., 2001).

Portanto, uma maior produgdo de ERO ocasionada pela dieta hipersodica assim
como uma atenuacao no sistema de defesa antioxidante contribui para disfungéo endotelial em

doencas cardiovasculares.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

O objetivo geral do nosso estudo foi avaliar alteragbes na funcdo endotelial em
biomarcadores do estado redox e no comprometimento de érgdos alvo em prole de ratos
Wistar como consequéncia da dieta hipersodica na programacéo fetal.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar a pressao de cauda nas geracoes P e F-1.
e Avaliar o comprometimento renal nas geracdes P e F-1.

e Avaliar a funcédo endotelial e biomarcadores teciduais do estado redox na geracao F-1.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados no estudo 69 ratos Wistar, sendo que na primeira fase do
experimento (geragdo P) foram utilizados 14 animais: 10 fémeas e 4 machos com cerca de 4
semanas de idade, todos fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) da UFMG. Durante a
segunda fase da pesquisa (geracdo F-1), foram utilizados 55 animais, sendo 31 fémeas e 24
machos.

Os animais foram mantidos no laboratério de pesquisa em fisiologia e
farmacologia (LPfisfar sala 4) da UFVJM, em gaiolas climatizadas com temperatura
controlada (22/ 23°), com sistema de exaustdo e ciclos de luz de 12 horas, ndo invertido,
tendo livre acesso a racdo para roedores (Nuvilab CR1- NuvilabNutrients LTDA, Colombo,
PR, Brasil) e &gua limpa.

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (CEUA/UFVJM, protocolo n°® 02/2017),
conforme previsto pela Lei n® 11794 de 8 de outubro de 2008. O desenho experimental do

estudo esta ilustrado na Figura 4, cujo detalhamento € apresentado nas sessdes que seguem.
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Figura 4 - Desenho experimental do estudo

DESENHO EXPERIMENTAL
GERACAQ
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4 meses - . T e
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de dieta 16 ANIMAIS| |16 ANIMAIS 12 ANIMAIS 11 ANIMAIS
7 MACHOS 7 MACHOS 5 MACHOS 5 MACHOS
9 FEMEAS 9 FEMEAS | 7 FEMEAS | & FEMEAS
NN- Filhos com dieta padrdo de pais com dieta padriao HN- Filhos com dieta padrdo de pais com dieta tratada
NH- Filhos com dieta tratada de pais com dieta padrido HH- Filhos com dieta tratada de pais com dieta tratada

4.2 Protocolo experimental

Na primeira fase do experimento foram utilizados, 14 ratos Wistar com cerca de 4
semanas de vida (geracdo P). Os animais foram entdo divididos em 2 grupos iguais, grupo
controle (N) e grupo tratado (H), total 7, sendo 2 machos e 5 fémeas. Estes animais receberam
racdo para roedores farelada (Nuvilab CR1- NuvilabNutrients LTDA, Colombo, PR, Brasil),
sendo que o grupo tratado (H) recebeu a ragdo suplementada com NaCl a 4% (sal de cozinha
néo iodado), e o grupo controle (N) recebeu a racdo sem a suplementagédo de NaCl.

Os machos ficaram separados das fémeas durante 16 semanas, até o acasalamento,
que ocorreu entre 0s animais de cada grupo (controle e tratado). Durante a gestacdo e no
periodo de amamentacdo das crias (geracdo F-1), as fémeas da geracdo P continuaram
recebendo as dietas especificas para cada grupo.

Apbs o desmame das crias de P, com de cerca de 21 dias, essas foram divididas
em 4 grupos. As crias do grupo controle (N) foram divididas nos grupos (NN) com 16
animais, recebendo dieta padrdo e (NH) com 16 animais, recebendo dieta suplementada com
NaCl 4%. A prole do grupo tratado (H), foi dividida nos grupos (HN) com 12 animais,
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recebendo a dieta padrédo e (HH) com 11 animais, recebendo a dieta suplementada com NaCl
4%.

No grupo tratado duas das cinco fémeas do grupo ndo procriaram, por isso 0S
grupos HN e HH apresentaram menos animais quando comparamos ao nimero de animais
dos grupos NN e NH, uma vez que as cinco fémeas do grupo controle deram procriaram. Os
quatro grupos da geracdo F-1 consumiram essas dietas durante 16 semanas, apos este periodo
0s experimentos foram realizados.

A massa corporal foi monitorada durante todo o periodo experimental, tanto para

a geragéo P, quanto para a geracao F-1.

4.2.1 Dieta

A racdo para roedores (Nuvilab CR1- NuvilabNutrients LTDA, Colombo, PR,
Brasil) foi adquirida de fébrica farelada na sua forma, assim seria viavel proceder a
suplementacdo com o sal de cozinha.

Para a suplementacdo com NaCl, a cada 960 g de racdo farelada, foram
adicionados 40 g de NaCl. Em seguida o material foi homogeneizado, inicialmente por meio
de passagem em peneira de menor mesh por duas vezes. Em seguida, o procedimento foi
repetido em peneira de maior mesh para a completa homogeneizagédo da racdo suplementada.
As dietas foram oferecidas em comedouros de aco inoxidavel, em condicdo de livre acesso
durante todo o periodo experimental.

Como medida de protecdo para que os comedouros ndo fossem derrubados pelos
animais nas caixas e misturados a maravalha, foram colocados nas caixas, um suporte de
madeira com dimensbes de 30x5x2 cm, apresentando forma de meia lua em suas

extremidades, aonde os comedouros eram afixados (FIG. 5).
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Figura 5 - Suporte de madeira utilizado no estudo para fixar os comedouros nas caixas
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4.2.2 Pressao de cauda

Ao final das 162 semanas de intervencdo, foi realizada uma aferi¢do da pressao de
cauda na geracdo P. Enquanto que na geracao F-1, foram realizadas medidadas com 4, 8, 12 e
16 semanas de tratamento.

Como em toda experimentacdo animal, foi necessario estabelecer um ambiente
adequado, tranquilo, e adaptar os animais para o procedimento, de maneira a reduzir o
estresse. Fato que poderia alterar os parametros de pressdo dos mesmos.

Foi utilizado o método ndo invasivo e indireto de pletismografia da artéria caudal
(MLT1020PPG IR Plethysmograph, PowerLab). Os animais foram submetidos a aquecimento
moderado em caixa aquecedora (40° C, por 10 min) para provocar vasodilatacdo da artéria
caudal e em seguida foram mantidos em cilindro de acrilico sob conten¢do de movimento. O
procedimento de registro foi realizado através da insercdo da cauda em um manguito de
borracha, ligado ao esfigmoman6metro, na regido proximal da cauda e, logo ap6s um
transdutor pneumatico foi utilizado para deteccéo dos pulsos, permitindo o registro no sistema
(ADInstruments Ltd, UK). Foram feitas trés medidas da pressdo de cauda e utilizou-se a
média aritmética delas como resultado (NEVES et al., 2016).

Através do registro de pulso foi determinado o valor da presséo arterial de cauda e
da frequéncia cardiaca era mostrado em forma de grafico (FIG. 6).
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Figura 6 - Registro da pressdo arterial de cauda e da frequéncia cardiaca derivada
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4.2.3 Funcao endotelial

Para avaliar a funcéo endotelial in vivo, aperfeicoamos para ratos 0 método
desenvolvido anteriormente por Xu e colaboradores (XU, et al., 2008) para camundongos.

A funcdo endotelial foi avaliada ao final da 162 de dieta, através das variacGes
medidas na pressao intra-arterial média (PAM), em resposta a administragdo, em bolus (0,1
ml), de acetilcolina (Sigma Aldrich), nas doses de 25, 50, 100, 200 ng/kg e (0,1 ml) de
nitroprussiato de sddio na dose de 20 pg/Kg via artéria aorta descendente (FIG. 8 e 9).

As substancias foram administradas com intervalos regulares, de 5 minutos, entre
uma dose e outra. Para avaliar a fun¢do da musculatura lisa vascular, como também, corrigir
as diferencas na reatividade do musculo liso vascular, a resposta a ACH foi normalizada pela
resposta ao NPS de acordo com a formula, APAM (ACH)/ APAM (NPS).

Inicialmente, os animais foram anestesiados de forma intraperitoneal com
ketamina (100 mg / kg) e xilazina (10 mg/kg) utilizando-se seringas de 1 ml. Foi necessario
monitorar constantemente o animal anestesiado verificando visualmente sua frequéncia
respiratoria. Ap6s a perda dos reflexos e a completa analgesia do animal era iniciada a
cirurgia para a introducdo da céanula. Sendo feita a retirada dos pelos da regido cervical, da
regido anterior do pescoco e da coxa na mesa operatdria assim como a desinfeccdo da pele

com alcool 70 % e betadine.
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Foi realizada uma incisdo na regido do pescoco para a implantacdo da canula na
artéria carétida em direcdo ao arco adrtico e aorta descendente (toracica). A artéria carotida
foi entdo isolada separando-a do musculo paratraqueal, necessitando também proceder
cuidadosamente a separacdo desta do nervo vago, de forma a realizar uma sutura nas
extremidades da artéria a ser canulada, obstruindo o fluxo sanguineo.

Para prevenir hemorragia, enquanto o cateter era introduzido, foi feita uma
terceira sutura entre a sutura proximal e distal. Neste momento era realizada uma pequena
incisdo para insercdo da canula, colocando um grampo com o avancado da canula até a
internalizacdo da mesma na regido do arco adrtico. Com vérios nos, foi fixada a cénula e
entdo infundida solugdo salina-heparinizada. Apos realizar a canulagdo da artéria carétida,
fizemos o mesmo procedimento na artéria femoral (JESPERSEN et al., 2014).

Uma vez implantadas, com auxilio de um trocater, as canulas foram dirigidas
subcutaneamente para a cintura escapular, sendo exteriorizadas no dorso do animal, na regido

cervical e fixadas com linha de sutura (FIG. 7).

Figura 7 - Exteriorizacdo das canulas no dorso do animal (pos-operatorio)
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Os registros da pressao arterial e da frequéncia cardiaca foram realizados no dia
seguinte (aproximadamente 12 hs), ao da cirurgia de canulagdo, com 0s animais nao-
anestesiados e com livre movimentagdo. A céanula arterial, previamente heparinizada, foi
conectada a um transdutor de pressdo acoplado a um sistema de aquisi¢do de dados analdgico-

digital. Para isso utilizamos um programa de computador, com prévia calibracdo do
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equipamento, PowerLab (ADInstruments), para o registro da pressdo arterial pulsatil (PAP),
pressao arterial média (PAM) e frequéncia cardiaca (FC).

As canulas foram lavadas com solucdo salina heparinizada para garantir a sua
permeabilidade. A canula da artéria cardtida foi utilizada para administracdo das drogas
(acetilcolina e nitroprussiato de sodio), enquanto a cénula inserida na artéria femoral foi

utilizada para registro direto da presséo arterial e da frequéncia cardiaca.

Figura 8-Registro do efeito vasodilatador mediado pelo musculo liso durante a administracdo
de ACH
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Nota: ACH 100ng/Kg, frequéncia cardiaca e pressdo intra-arterial.
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Figura 9 — Registro do efeito vasodilatador mediado pelo musculo liso durante a

administracao NPS
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Nota: ACH 20ug/Kg, frequéncia cardiaca e presséo intra-arterial.

4.2.4 Estado redox

4.2.4.1 Dissecacao

As dissecacOes para a coleta e preparo dos tecidos foram realizadas ao final das
162 semanas de dieta, em dois dias consecutivos (dois grupos em cada dia) com intervalo de
24 horas. Foram retirados o arco aortico, a artéria toracica, os ventriculos cardiacos, a adrenal
esquerda e o rim esquerdo. Apos sua retirada do animal as amostras ficaram congeladas em
nitrogénio liquido e suas analises foram feitas no 32 e 42 dia ap6s a Ultima dissecagdo. No
primeiro dia realizamos os ensaios TBARS, FRAP, SOD, CAT E PC das amostras do arco
adrtico, artéria toracica e ventriculos. No dia seguinte, os mesmos ensaios foram realizados na
glandula adrenal esquerda e rim esquerdo. Imediatamente ap0s serem eutanasiados, 0S
animais tiveram seus tecidos rapidamente dissecados como descrito a seguir.

Para dissecacdo dos ventriculos, arco aortico e artéria toracica realizamos uma
esternotomia mediana longitudinal. Apos dissecacao, retiramos da caixa toracica o coracao

junto com a artéria aorta. Ja o pericardio foi removido assim como o tecido conjuntivo da
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artéria aorta, dissecando entdo o arco adrtico e a artéria toracica do coracdo, nesse, foi
realizado um corte transversal com bisturi, para separar os atrios dos ventriculos. Para a
dissecacdo do rim esquerdo e da glandula adrenal esquerda realizamos uma laparotomia
mediana. As visceras do abdémen foram rebatidas, ficando exposto o rim, dai realizamos
entdo a dissecacdo do mesmo, em conjunto da adrenal esquerda, enquanto que o tecido
gorduroso e o tecido conjuntivo foram removidos. Todos os fragmentos foram lavados em
PBS (0,15M pH 7,34) e congelados em nitrogénio liquido. O procedimento foi realizado em

aproximadamente 4 minutos.

4.2.4.2 Maceracdo: preparo da amostra

As amostras foram maceradas em um macerador de tecidos Potter-Elvehjem
(Corning) mantido no gelo, em PBS (0,15M, pH 7,34) gelado. O homogenato foi dividido em
duas aliquotas. A primeira aliquota centrifugada (Thermo Electron. Led GMBH D37520,
Alemanha) a 5000 g, por 5 minutos a 4 °C e o sobrenadante destinado a mensuracdo TBARS
e a capacidade antioxidante ndo enzimatica. O sedimento foi utilizado para a mensuracao do
conteddo de derivados carbonilicos em proteinas. A segunda aliquota centrifugada a 10000 g
por 10 minutos a 4 °C e o sobrenadante utilizado para a medida da atividade das enzimas
SOD e CAT, como parametro da capacidade antioxidante enzimatica. As aliquotas para cada

ensaio foram mantidas no gelo enquanto aguardavam dosagem.

4.2.4.3 Peroxidacao lipidica

A reacdo do &cido tiobarbitarico com o malondialdeido (MDA), principal produto
da peroxidacdo lipidica, foi utilizada para determinar a concentracdo de TBARS. Aliquotas do
homogenato (0,230 mL) foram adicionadas a 0,250 mL de &cido acético (2,5 M, pH 3,4), 0,1
mL de duadecil sulfato de sodio (8,1%) e 0,25 mL de &cido tiobarbiturico 0,8%. Essa mistura
foi homogeneizada e aquecida a 95 °C durante 90 minutos. Decorrido esse periodo, as
amostras foram resfriadas e centrifugadas durante 5 minutos, a 5000 g (Thermo Electron. Led
GMBH D37520, Alemanha) e 0,25 mL do sobrenadante foi transferido para placa de 96
pocos de fundo chato. Na sequéncia, realizou-se a leitura espectofotométrica a 532 nm em
leitor de microplacas (SpectranMax®190, Molecular Devices, EUA). A concentragdo de

TBARS nas amostras foi determinada a partir da curva padrédo de concentra¢es conhecidas
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de MDA (1,1,3,3 — tetrametoxipropano - Sigma, EUA) e expressa em nmol MDA/mg
proteina. As medidas foram realizadas em duplicata (OHKAWA ET AL., 1979). Realizamos

as medidas em duplicata.

4.2.4.4 Capacidade antioxidante ndo enzimatica

A capacidade antioxidante ndo enzimatica das amostras foi determinada pelo
método FRAP. A capacidade de reducdo do complexo da forma Fe*-TPTZ (ferri-
tripiridiltriazina) para a forma Fe?*-TPTZ (ferrosotripiridiltriazina) pelos antioxidantes ndo
enzimaticos do homogenato, em pH acido, que determinou o poder antioxidante da amostra.
Para a confeccdo do reagente FRAP, 25 ml de tampdo acetato de sodio (0,3 M, pH 3,6) foram
acrescentados a 2,5 ml de TPTZ (10 mM, Sigma-Aldrich®, EUA) e depois misturados a 2,5
ml de FeC13.H20 (20 mM). A uma aliquota de 528 pL do reagente FRAP adicionou-se 72 puL
do homogenato. Essa mistura foi homogeneizada e incubada no escuro, a 37 °C, por 30
minutos. Depois centrifugamos as amostras a 300g por 5 min, e o sobrenadante foi analisado
espectrofotometricamente, em duplicata, em leitor de microplacas, a 593 nm. A capacidade
antioxidante total das amostras foi expressa em equivalentes de Fe2+, determinada a partir da
curva padrdo de concentracdes conhecidas de FeSO4 e normalizada pela quantidade de
proteina na amostra. Os resultados foram expressos como UM FeSO4/mg de proteina
(BENZIE; STRAIN, 1996). Realizamos as medidas em duplicata.

4.2.45 Atividade da enzima CAT

Atividade determinada pelo decaimento da absorbancia do perdxido de hidrogénio
a 240nm. As amostras foram adicionadas a uma solucéo de perdxido de hidrogénio a 0,03 M
(Sigma, EUA). A reacdo de decomposicdo do peroxido de hidrogénio foi acompanhada
durante 1 minuto, a 25°C, espectrofotometricamente, a 240 nm (Double beam
spectrophotometer visible UV, CE-Libra S22, Faotuo) em cubetas de quartzo. A atividade da
catalase foi expressa em milimolar de H202 decomposto por minuto por miligrama de
proteina (AE/min/mg prot.), (BARRETO et al., 2012). Realizamos as medidas em duplicata.
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4.2.4.6 Atividade da enzima SOD

Atividade determinada pela inibicdo da autoxidacédo do pirogalol, de acordo com
Maklund e Maklund (1974). As amostras de cada tecido foram adicionadas a tampdo fosfato
de potéssio (50 mM, pH 8.2, 37 °C) contendo 1 mM de &cido dietilenotriaminopenta-acético
(Sigma, EUA) e a reacdo se iniciou por adi¢éo de pirogalol (1,2,3-benzenotriol, Sigma, EUA)
a 0,2 mM. A reacdo foi determinada espectrofotometricamente em leitor de microplacas a 420
nm, 37°C, durante 4 minutos. A atividade da SOD foi expressa em U/mg proteina, onde uma
unidade de enzima € a quantidade que causa inibi¢cdo da autoxidacdo do pirogalol em 50%
(BARRETO et al., 2012). Realizamos as medidas em duplicata.

4.2.4.7 Derivados carbonilicos em proteinas

O sedimento do homogenato de cada um dos tecidos foi suspenso em 1 ml de
tampdo fosfato de potéassio 50 mM, pH 6,7, contendo 1 mM de &cido etilenodiamino-tetra-
acético (EDTA). Em seguida, cada amostra homogeneizada é dividida em branco e teste,
adicionando acido tricloroacético 10% a todas as amostras que, entdo, foram centrifugadas a
5000 g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante descartado. Adicionou-se, ao sedimento do
teste 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH 10 mM) (Sigma-Aldrich®, EUA) diluido em &cido
cloridrico (HCL) 2mM. Ao branco foi adicionado apenas HCI 2 mM. As amostras ficaram
mantidas no escuro, a temperatura ambiente, por 30 minutos e homogeneizadas com o vortex
a cada 15 minutos. Apos esse periodo adicionou-se acido tricloroacético 10% as amostras, que
foram homogeneizadas e centrifugadas a 5000 g, por 10 min, a 4 °C. Descartou- se 0
sobrenadante foi descartado e o sedimentado lavado em 1 ml de etanol e acetato de etila (1:1)
e centrifugado a 5000 g, por 10 min e a 4 °C, por duas vezes. Por fim o sedimentado foi
dissolvido em SDS 6% e centrifugado a 10000 g, por 10 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi
avaliado espectrofotometricamente a 370 nm, em placa de 96 pocos, em leitor de microplacas
(LEVINE et al., 1994), em triplicata. A concentragdo de derivados carbonilicos em proteinas
foi determinada utilizando a equacéo de Lambert Berr: A=c.b.e. Onde A ¢ a diferenca entre a
absorbéancia do teste e do branco, c é a concentracdo, b é o caminho 6ptico e ¢ é o coeficiente
de extingdo molar. O coeficiente de extingdo molar para 0 DNPH a 370 nm é 22000 M-1cm-1
e 0 caminho Optico nesse ensaio foi de 0,73 cm. O contetdo de derivados carbonilicos em

proteinas expresso como nmol de derivados carbonilicos por mg de proteina (nmol/mg prot.).
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4.3 Dosagensna urina de 24 horas

Foram realizadas dosagens na urina de 24 hs da creatinina, proteindria e
microalbumindria. Os animais ficaram dois dias consecutivos nas gaiolas metabdlicas para
aclimatacdo, com racdo (especifica para cada grupo) e &gua ad libittum. No terceiro dia, a
racdo e a dgua foram retiradas e os animais permaneceram em jejum durante 24hs, apds este
periodo, coletou-se a urina. Todas as amostras de urina foram centrifugadas a 3.000 rpm
durante 10 minutos em centrifuga refrigerada automética (Sorvall, Suwanee, EUA).
Adicionando-as em ependorffs de 2,0ml e mantendo-as em -20°C até o momento de sua

analise.

4.3.1 Proteinuria

Utilizamos o método colorimétrico (Vermelho de pirogalol), com o kit proteinuria
da marca Analisa®, o aparelho utilizado foi o analisador bioquimico automéatico (BT-3000
TARGA), o procedimento foi realizado no aparelho programado seguindo parametros do
fabricante do kit. Calculos (Urina de 24 hs): para determinacdo da Proteinuria em urina de 24
horas deve-se realizar a dosagem de Proteindria na amostra seguindo a técnica original do Kit,
o0 resultado encontrado pela técnica é dado em mg/dL. Para a expressdo do resultado em

mg/24 horas deve-se utilizar a formula:

Proteindria (ma/24hs) = Proteindria (mag/dL) x Volume Urinério de 24 hs (ml)/ 100
100(1)

4.3.2 Microalbuminuria

Utilizamos o método turbidimetria, com o kit microalbumindria da marca
Analisa®, o aparelho utilizado foi o analisador bioquimico automatico (BT-3000 TARGA), o
procedimento foi realizado no aparelho programado seguindo parametros do fabricante do Kit.
Célculos (Urina de 24 hs): para determinacdo da Microalbumindria em urina de 24 horas
deve-se realizar a dosagem de Microalbumin(ria na amostra seguindo a técnica original do
kit, o resultado encontrado pela técnica é dado em mg/L. Para a expressdo do resultado em

mg/24 hs deve-se utilizar a formula:
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Microalbumindria (mg/24hs) = Microalbuminuria (mg/L) x VVolume Urindrio de 24 hs (L)
1000 (2)

4.3.3 Creatinina urinaria

Utilizou-se o método Cineético- Colorimétrico, com o creatinina da marca
Analisa®, o aparelho utilizado foi o analisador bioquimico automatico (BT-3000 TARGA), 0
procedimento foi realizado no aparelho programado segiu parametros do fabricante do Kit.
Para as dosagens de creatinina na urina, as amostras foram previamente centrifugadas e
diluidas a 1:25 (0,ImL de urina + 2,4mL de &gua deionizada) conforme orientacdo do
fabricante. O resultado obtido foi multiplicado pelo fator de dilui¢cdo. Calculos (Urina de 24
hs): para determinacdo da Creatinina em urina de 24 hs deve-se realizar a dosagem de
Creatinina na amostra seguindo a técnica original do Kit, o resultado encontrado pela técnica é

dado em mg/L. Para a expressdo do resultado em mg/24 hs deve-se utilizar a formula:

Creatinina (mg/24hs) = Creatinina (mg/L) x VVolume Urinério de 24 hs (L)/
100 ®3)

Peso Kg
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4.4 Anélise estatistica

Os dados estdo expressos como média + desvio padrdo. Na geracdo P os dados
foram analisados pelo teste-t ndo pareado. Os dados da geracdo F-1 foram analisados pelo
teste ANOVA Two Way com medidas repetidas, seguida de post-hoc de Tuckey para
avaliac@es intergrupo. Para estas analises utilizamos o software GraphPadPrism (versdo 7.00,
GraphPad Software, San Diego, Califérnia, USA, www.graphpad.com). Diferencam

estatisticamente  significativas ~ foram  consideradas quando p <  0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Peso corporal (geracao P)

Durante a primeira fase do nosso estudo os animais dos grupos controle e tratado
apresentaram o seguinte peso corporal no decorrer das 16 semanas de intervencdo (FIG. 10).
N&o houve variacdo significativa de peso corporal entre 0s grupos experimentais durante este

periodo.

Figura 10 — Peso corporal da geracdo P durante as 16 semanas de dieta
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Notas: 1) Peso corporal da geragéo P. 2) ANOVA two-way medidas repetidas, compost-hoc de Tukey.
3) Valor de p ndo foi significativo.

5.2 Avaliacéo da pressdo de cauda e da frequéncia cardiaca (geracao P)

A figura 11 apresenta os valores médios para a pressdo de cauda (126,8 + 11,4
controle vs 122,8 + 10,75 tratado, mmhg) e frequéncia cardiaca derivada (414,7 + 45,89
controle vs 396,4 £ 21,69 tratado, bpm). N&o houve diferenca estatistica para estas variaveis

NOS grupos experimentais
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Figura 11 — Pressdo arterial de cauda e frequéncia cardiaca derivada da geracéo P
ao final da 162 de dieta
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Nota: 1) Pressdo de cauda (A) e frequéncia cardiaca derivada (B) geracao P, entre os grupos controle (n=6)
versus tratado (n=6). 2) Valor de P ndo foi significativo, teste t ndo pareado.

5.3 Dosagens na urina de 24 horas (geragao P)

Na figura 12 podemos observar que ndo houve diferenca estatistica para as
varidveis creatindria (40,68 + 5,313 controle vs 40,5 + 4,017 tratado, mg/24hs), taxa de
excrecdo da creatinina (8,202 + 2,285 controle vs 8,297+ 3,653 tratado, mg/dl), proteindria
(4,514 £ 4,515 controle vs 7,192 + 6,132 tratado, mg/24hs) e microalbumindria (0,0240 +
0,0086 controle vs 0,0383 + 0,0163 tratado, mg/24hs) entre 0s grupos experimentais.



61

Figura 12 — Dosagens na urina de 24 horas da geragéo P
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Notas: 1) Creatindria (A), taxa de excregdo de creatinina (B), proteintria (C) e microalbumindria (D), entre os grupos

controle (n=6) versus tratado (n=6). Valor de p ndo foi significativo: teste t ndo pareado.

5.4 Geracéo F-1

Na segunda fase do nosso estudo, a geracdo F-1, foi composta por 55 animais, dos

quais 32 animais advieram do grupo controle e 23 provieram do grupo tratado (FIG. 13).
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Figura 13 — Proporgéo de animais que compuseram a geracgao F-1
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5.5 Avaliacéo do peso corporal (geracéo F-1)

Durante a segunda fase do nosso estudo os animais da geracdo F-1 apresentaram o
seguinte peso corporal no decorrer das 16 semanas de intervengdo (FIG. 14). N&o houve
variacdo significativa de peso corporal entre 0s grupos experimentais durante este periodo.

Figura 14 — Peso corporal da geracdo F-1 durante as 16 semanas de dieta
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Notas:1) Peso corporal da geracao F-1. 2) ANOVA two-way medidas repetidas, com post-hoc de Tukey.
3) Valor de p ndo foi significativo.
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5.6 Avaliacéo da pressédo de cauda (geracéo F-1)

Na figura 15 podemos observar que ndo houve diferenca estatistica para pressao
arterial de cauda com 4 semanas (126,23 + 7,86 NN vs 132,80 + 8,55 HN vs 137,03 + 25,81
NH vs 139,43 + 28,97 HH, mmhg), com 8 semanas (126,22 + 12,98 NN vs 125,43 + 17,29 HN
vs 122,17 + 27,23 NH vs 115,41 + 8,77 HH, mmhg), com 12 semanas (133,56 £+ 19,79 NN vs
127,39 £ 13,52 HN vs 113,96 + 21,63 NH vs 122,86 + 15,24 HH, mmhg) e com 16 semanas
(117,82 + 15,90 NN vs 117,259 + 16,68 HN vs 122,015 + 18,73 NH vs 134,78 + 8,09 HH,

mmhg) entre 0s grupos experimentais durante este periodo.

Figura 15 — Pressédo de cauda da geracédo F-1
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Notas: 1) Pressdo de cauda com 4,8,12 e 16 semanas de dieta. 2) ANOVA two-way medidas repetidas,
com post-hoc de Tukey. 3) Valor de p ndo foi significativo.

5.7 Avaliacdo da pressao intra-arterial e da frequéncia cardiaca (geracao F-1)

A figura 16 apresenta os valores medios para a pressao intra-arterial (119,71 +
11,87 NN vs 118,84 + 6,08 HN vs 124,48 + 9,19 NH vs 122,13 + 8,37 HH, mmhg) e
frequéncia cardiaca (401,096 + 28,89 NN vs 324,758 + 47,19 HN vs 337,10 £ 69,51 NH vs
314,64 + 53,75 HH, bpm). Ndo houve diferenca estatistica para estas variaveis nos grupos

experimentais.
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Figura 16 — Pressdo intra-arterial e frequéncia cardiaca da geracao F-1
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Notas: 1) Pressdo intra-arterial (A) e frequéncia cardiaca (B), entre os grupos NN (n=5), NH (n=6), HN (n=5) e
HH (n=4). 2) ANOVA two-way medidas repetidas, com post-hoc de Tukey. 3) Valor de p ndo foi
significativo.

5.8 Avaliacéo da funcao endotelial

Avaliamos a funcdo endotelial através das medidas das variagdes (delta A) da
pressdo intra-arterial média (PAM) em resposta a administracdo, em bolus (0,1 ml) de
acetilcolina nas seguintes doses (25, 50, 100, 200 ng/kg). Com essas medidas obtivemos uma
curva dose-resposta que nos apresentou uma maior variacao da pressao intra-arterial na maior
dosagem de ACH (200ng) enquanto uma menor variacdo da pressdo intra-arterial ficou
evidenciada na menor dosagem de ACH (25ng).

A figura 17 apresenta os valores médios da pressdo intra-arterial para as dosagens
de 25ng de ACH (-17,138 * 8,522 NN vs -22,358 + 5,856 HN vs -21,342 + 5,567 NH vs -
22,693 + 6,739 HH, mmhg), 50ng de ACH (-23,728 + 8,991 NN vs -23,932 + 5,834 HN vs -
21,892 + 5,145 NH vs -23,730 + 4,250 HH, mmhg), 100ng de ACH (-28,216 + 5,858 NN vs -
27,560 + 3,678 HN vs -24,417 + 8,253 NH vs -25,683 + 9,185 HH, mmhg) e de 200ng de
ACH (-29,604 + 5,069 NN vs -31,348 + 5,028 HN vs - 28,808 + 3,312 NH vs -26,363 + 7,495
HH, mmhg). Entretanto, ndo houve diferenca estatistica para esta variavel nos grupos

experimentais.
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Figura 17 — Variagdo da presséo intra-arterial em diferentes dosagens de ACH
da geracédo F-1
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Notas: 1) Variacdo da pressdo intra-arterial. 2) ANOVA two-way medidas repetidas, com post-hoc de Tukey.
3) Valor de p ndo foi significativo.

Para corrigir as diferencas na reatividade do musculo liso vascular, a resposta a
ACH (25, 50, 100, 200 ng/kg) foi normalizada pela resposta ao NPS (20ug / kg) de acordo
com a formula: AMAP (ACH) / AMAP (NPS).

Na tabela 1 podemos observar que ndo houve diferenca estatistica na relacdo de
25ng ACH/ 20ug NPS (0,515 + 0,202 NN vs 0,618 + 0,239 HN vs 0,714 + 0,151 NH vs 0,599
+ 0,164 HH), de 50ng ACH/ 20ug NPS (0,711 + 0,209 NN vs 0,610 + 0,122 HN vs 0,779 +
0,235 NH vs 0,663 + 0,235 HH) e de 100ng ACH/ 20ug NPS (0,870 + 0,166 NN vs 0,686 +
0,230 HN vs 0,900 + 0,198 NH vs0,672 + 0,222 HH).

A relagdo 200ng ACH/ 20pug NPS foi maior no grupo HN em comparagdo ao
grupo HH (1,00 £ 0,088 HN vs 0,700 + 0,206 HH, * p<0,05).
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Tabela 1 - APAM (ACH) / APAM (NPS) entre os grupos da geragéo F-1

AMAP (ACH) /
NN(n=5) NH(n=5) HN(n=6) HH(n=4)
AMAP (SNP)
25ng/20pg 0,515 + 0,202 0,618 + 0,239 0,714 +0,151 0,599 + 0,164
50ng/20pg 0,711 + 0,209 0,610 + 0,122 0,779 40,235 0,663 + 0,235
100ng/20pg 0,870 + 0,166 0,686 + 0,230 0,900 + 0,198 0,672 + 0,222
200ng/20pg 0,909 + 0,078 0,821+ 0,182 1,00+ 0,088 ° 0,700 + 0,206 ”

Notas: 1) Correcdes das diferencas na reatividade da musculatura lisa vascular. 2) Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas p<0,05 quando comparado os grupos HN(n=5) versus HH(n=4) na
relacdo de 200ng ACH/20ugNPS. 3) ANOVA two-way medidas repetidas, com post-hoc de Tukey.

5.9 Dosagens na urina 24 horas (geracéo F-1)

Foram dosadas na urina de 24 horas dos animais da geracao F-1, apds 16 semanas
de intervencdo, a creatinlria, a taxa de excrecdo de creatinina, a proteiniria e a
microalbumindria (FIG. 18). Os valores estdo expressos em média = DP.

A dosagem da creatinuria foi maior no grupo NN em comparacgédo aos grupos HN
(36,12 + 5,95 NN vs 11,25 + 4,40HN, # p<0,005, mg24/hs) e HH (36,12 + 5,95 NN vs 10,03 +
2,35HH, # p<0,005, mg24/hs). A dosagem da creatindria foi maior também no grupo NH em
comparac¢do aos grupos HN (23,74 + 9,90 NH vs 11,25 + 4,40 HN, * p<0,05, mg/24hs) e HH
(23,74 £ 9,90 NH vs 10,03 + 2,35HH, * p<0,05, mg/24hs).

A taxa de excrecgdo de creatinina foi maior no grupo NN em comparacdo HH (2,84
+ 1,41 NN vs 1,08 + 0,42 HH, * p<0,05, mg/dl).

A dosagem de proteindria ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos
NN, HN, NH e HH (4,02 + 0,64 NN vs 4,44 + 1,65 HN vs 3,92 + 2,08 NH vs 6,30 + 5,62 HH,
mg/24hs).

No entanto, a dosagem de microalbumindria foi maior no grupo HH, quando
comparamos ao grupo HN (0,011 £ 0,006 HH vs 0,005 + 0,002 HN, * p<0,05, mg/24hs).



Figura 18 — Dosagens na urina de 24 horas da geracéo F-1
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grupos NN (n=6), HN (n=6), NH (n=6) e HH (n=6).

5.10 Biomarcadores do estado redox
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No arco aortico (FIG. 19) a concentracdo do TBARS foi maior no grupo NH em
comparacdo ao grupo NN (0,372 + 0,083 NH vs 0,218 + 0,110 NN, * p<0,05, nmol
MDA/proteina mg). Igualmente no grupo NH em comparacdo ao grupo HN (0,372 = 0,083
NH vs 0,149 +0,032 HN, # p<0,005, nmol MDA/proteina mg). E no grupo NH em
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comparagdo ao grupo HH (0,372 = 0,083 NH vs 0,185 + 0,059 HH, # p<0,005, nmol
MDA/proteina mg).

A capacidade antioxidante total, medida pelo método FRAP no arco adrtico nao
apresentou diferenca estatistica entre os grupos NN, HN, NH e HH (0,459 + 0,218 NN vs
0,733 £ 0,386 HN vs 0,627 + 0,127 NH vs 0,493 + 0,184 HH mmol FeSO4/mg proteina).

A atividade da SOD no arco adrtico foi maior no grupo HH em comparacéo ao
grupo NN (1,931 + 0,547 HH vs 0,968 + 0,337 NN, # p<0,005, U/proteina mg). Da mesma
forma foi maior no grupo HH em comparacdo ao grupo NH (1,931 + 0,547 HH vs 1,134 +
0,509NH, * p<0,05, U/proteina mg).

A concentracdo de derivados carbonilicos em proteinas no arco adrtico nédo
apresentou diferenca estatistica entre os grupos NN, HN, NH e HH (2,408 + 0,759 NN vs
4,361 + 1,907 HN vs 3,145 + 1,711 NH vs 2,591 + 1,249HH, nmol/mg proteina).

Figura 19 — AlteracGes das concentracdes do TBARS, FRAP, SOD e PC no arco aortico
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Notas: 1) A) alteracBes das concentracBes do TBARS entre os grupos NN (n=7), HN (n=6), NH (n=7) e HH
(n=7). B) alteracdes das concentracfes do FRAP entre os grupos NN (n=7), HN (n=6), NH (n=6) e HH
(n=6). C) alteracdes das concentracdes da SOD entre os grupos NN (n=7), HN (n=6), NH (n=6) e HH
(n=7). D) alteracdes das concentragcdes da PC entre os grupos NN (n=7), HN (n=6), NH (n=7) e HH
(n=7). 2) ANOVA two-way medidas repetidas, com post-hoc de Tukey, # p<0,005 e * p<0,05.

Na artéria toréacica (FIG. 20) a concentracdo do TBARS néo apresentou diferenca
estatistica entre os grupos NN, HN, NH e HH (0,120 + 0,031 NN vs 0,112 + 0,029 HN vs
0,142 £ 0,04 NH vs 0,154 + 0,04 HH, nmol MDA/proteina mg).

A capacidade antioxidante total, medida pelo método FRAP na artéria toracica foi
maior no grupo NH em comparac¢édo aos grupos HN (0,252 + 0,050 NH vs 0,182 + 0,033 HN,
* p<0,05, mmol FeSO4/mg proteina). Assim como foi maior no grupo NH em comparacao ao
grupo HH (0,252 £ 0,050 NH vs 0,1755 + 0,056 HH, * p<0,05, mmol FeSO4/mg proteina).

A atividade da SOD na artéria toracica ndao apresentou diferenca estatistica entre
0s grupos NN, HN, NH e HH (0,498 + 0,103 NN vs 0,404 £+ 0,149 HN vs 0,475 = 0,163 NH vs
0,455 + 0,197 HH, U/proteina mg).

A concentracdo de derivados carbonilicos em proteinas na artéria toracica nao
apresentou diferenca estatistica entre os grupos NN, HN, NH e HH (0,652 + 0,153 NN vs

0,721 £ 0,366 HN vs 0,546 + 0,321 NH vs 0,459 + 0,209 HH nmol/mg proteina).
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Figura 20 - Alteragdes das concentraces do TBARS, FRAP, SOD, e PC na artéria toracica
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Notas: 1) A) alteracBes das concentragcdes do TBARS entre os grupos NN (n=7), HN (n=6), NH (n=7) e HH
(n=7). B) altera¢Bes das concentragdes do FRAP entre os grupos NN (n=6), HN (n=6), NH (n=7) e HH
(n=6). C) alteracbes das concentragdes da SOD, entre os grupos NN (n=7), HN (n=6), NH (n=7) e HH
(n=6). D) alteragdes das concentragdes da PC entre os grupos NN (n=7), HN (n=6), NH (n=7) e HH
(n=7). 2) ANOVA two-way medidas repetidas, com post-hoc de Tukey, * p<0,05.

Nos ventriculos (FIG. 21) a concentragdo do TBARS foi maior no grupo HH em
compara¢do ao grupo HN (1,126 + 0,181 HH vs 0,7729 + 0,157 HN, * p<0,05, nmol
MDA/proteina mg).

A capacidade antioxidante total, medida pelo método FRAP nos ventriculos foi
maior no grupo HH em comparagéo ao grupo NH (1,554 + 0,315 HH vs 1,244 + 0,073 NH, *
p<0,05, mmol FeSO4/mg proteina).

A atividade da SOD nos ventriculos foi maior no grupo HN em comparacdo ao
grupo NH (1,506 + 0,583 HN vs 0,611 + 0,468 NH, * p<0,05, U/proteina mg).

A concentracdo de derivados carbonilicos em proteinas nos ventriculos nédo
apresentou diferenca estatistica entre os grupos NN, HN, NH e HH (0,525 £+ 0,085 NN vs
0,486 + 0,082 HN vs 0,518 + 0,114 NH vs 0,564 + 0,218 HH, nmol/mg proteina).

A concentracdo da CAT nos ventriculos ndo apresentou diferenca estatistica entre
os grupos NN, HN, NH e HH (0,056 + 0,015 NN vs 0,077 + 0,024 HN vs 0,067+ 0,014 NH vs

0,055 + 0,022 HH, AE/min/mg/proteina).
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Figura 21-Alteragfes das concentragcfes do TBARS, FRAP, SOD, PC e CAT nos
ventriculos cardiacos
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Notas: 1) A) alteracBes das concentra¢cBes do TBARS entre os grupos NN (n=7), HN (n=6), NH (n=7) e HH
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(n=7). C) alteracBes das concentracdes da SOD entre os grupos NN (n=7), HN (n=6), NH (n=6) e HH
(n=7). D) alteracdes das concentragdes da PC entre os grupos NN (n=7), HN (n=6), NH (n=7) e HH
(n=7). E) alteracfes das concentracdes da CAT entre os grupos NN (n=7), HN (n=6), NH (n=7) e HH

(n=7). 2) ANOVA two-way medidas repetidas, com post-hoc de Tukey, * p<0,05.
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Na adrenal (FIG. 22) a concentragdo do TBARS foi maior no grupo HN em
comparagdo ao grupo NH (1,886 + 1,044 HN vs 0,722 = 0,297 NH, # p<0,005, nmol
MDA/proteina mg). Igualmente maior no grupo HN em comparacdo ao grupo HH (1,886 +
1,044 HN vs 0,695 £ 0,186 HH, # p<0,005 nmol MDA/proteina mg). Também maior no grupo
HN em comparagéo ao grupo NN (1,886 + 1,044 HN vs 0,803 + 0,313 NN, * p<0,05, nmol
MDA/proteina mg).

A capacidade antioxidante total, medida pelo método FRAP na adrenal ndo
apresentou diferenca estatistica entre os grupos NN, HN, NH e HH (19,61 + 3,37 NN vs 22,03
+ 3,55 HN vs 24,24 + 4,49 NH vs 24,52 + 3,47 HH, mmol FeSO4/mg proteina).

A atividade da SOD na adrenal ndo apresentou diferenca estatistica entre os
grupos NN, HN, NH e HH (10,78 + 2,24 NN vs 11,98 + 2,25 HN vs 12,073 + 1,69 NH vs
13,06 £ 2,80 HH, U/proteina mg).

A concentracdo de derivados carbonilicos em proteinas na adrenal ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos NN, HN, NH e HH (2,961 + 0,423 NN vs 2,922 + 0,947
HN vs 3,443 + 1,367 NH vs 3,047 + 0,611 HH, nmol/mg proteina).

A concentracdo da CAT na adrenal ndo apresentou diferenca estatistica entre 0s
grupos NN, HN, NH e HH (0,442 £ 0,145 NN vs 0,419 + 0,111 HN vs 0,418 + 0,116 NH vs
0,493 £ 0,123 HH, AE/min/mg/proteina).
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Figura 22— Alteragdes das concentragdes do TBARS, FRAP, SOD, PC e CAT na adrenal
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Notas: 1) A) alteracGes das concentragcdes do TBARS entre os grupos NN (n=7), HN (n=6), NH (n=7) e HH
(n=7). B) alteragdes das concentra¢fes do FRAP entre os grupos NN (n=7), HN (n=6), NH (n=7) e HH
(n=7). C) alteracdes das concentracBes da SOD entre 0s grupos NN (n=7), HN (n=6), NH (n=6) e HH
(n=7). D) alteragdes das concentragdes da PC entre os grupos NN (n=7), HN (n=6), NH (n=7) e HH
(n=7). E) alteracbes das concentra¢des da CAT entre os grupos NN (n=7), HN (n=6), NH (n=6) e HH
(n=7). 2) ANOVA two-way medidas repetidas, com post-hoc de Tukey, * p<0,05.

No rim (FIG. 23) a concentragcdo do TBARS ndo apresentou diferenca estatistica
entre os grupos NN, HN, NH e HH (2,44 + 0,41 NN vs 2,45 + 0,48 HN vs 2,98 + 0,39 NH vs
3,02 £ 0,44 HH, nmol MDA/proteina mg).

A capacidade antioxidante total medida pelo método FRAP no rim ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos NN, HN, NH e HH (2,54 £ 0,53 NN vs 2,44 + 0,15 HN
vs 2,30 £ 0,57 NH vs 2,67 £ 0,61 HH, mmol FeSO4/mg proteina).
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A atividade da SOD no rim ndo apresentou diferenca estatistica entre os grupos
NN, HN, NH e HH (2,50 + 0,64 NN vs 3,00 + 0,62 HN vs 2,60 + 0,33 NH vs 2,72 + 0,25 HH,
U/proteina mg).

A concentracdo de derivados carbonilicos em proteinas no rim ndo apresentou
diferenca estatistica entre os grupos NN, HN, NH e HH (2,34 £ 0,33 NN vs 2,85 £ 0,92 HN
vs 2,57 + 0,45 NH vs 2,38 £ 0,52 HH, nmol/mg proteina).

A concentracdo da CAT no rim ndo apresentou diferenca estatistica entre o0s
grupos NN, HN, NH e HH (0,49 + 0,317 NN vs 0,59 + 0,21 HN vs 0,47 + 0,11 NH vs 0,41 +
0,03 HH, AE/min/mg/proteina).

Figura 23 — AlteracOes das concentragdes do TBARS, FRAP, SOD, PC e CAT no rim
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6 DISCUSSAO

O incremento do consumo de sal estd fortemente associado a hipertensdo, ao
aumento do risco de doencas cardiovasculares e acidente vascular cerebral. Sendo assim,
procuramos avaliar em nosso estudo a possibilidade do surgimento precoce de alteragdes
endoteliais e do estado redox, assim como lesdes em 6rgéos alvo, antes mesmo do advento de
alteracdes da pressao arterial, através da sobrecarga de sal na dieta em uma prole de ratos
Wistar como marcadores de sua programacéo fetal.

Durante as andlises da pletsmografia de cauda que foram realizadas ao final da
primeira fase do nosso estudo, ndo observamos diferenca significativa da pressao arterial de
cauda e da frequéncia cardiaca derivada entre o0s grupos controle e tratado da geracao parental
(FIG. 11). Embora saibamos que o excesso de sédio na dieta tem forte ligacdo com as
elevacOes da pressdo arterial, recentes dados pré-clinicos e clinicos sustentam que, mesmo na
auséncia de um aumento na pressdo arterial, o excesso de sddio dietético pode afetar
adversamente oOrgdos-alvo, incluindo o0s vasos sanguineos, coracdo, rins e ceérebro
(FARQUHAR et al., 2015).

Estudos na literatura ratificam a associacdo entre o excesso de sal dietético com a
hipertensdo arterial e a lesdo renal (GEURTS et al.,, 2015). Desta forma, utilizamos
marcadores na urina de 24 horas dos animais da geracdo P, para a avaliarmos o risco de
progressao e declinio da funcéo renal.

A dosagem da creatindria dos animais da geracdo P (FIG. 12) nos grupos controle
e tratado foi praticamente a mesma (40 mg/24hs), ndo havendo diferenca entre eles. Posto
isso, procedemos ao calculo da taxa de excre¢do da creatinina (IX et al., 2010), para termos
uma estimativa do funcionamento glomerular destes animais (FIG. 12). Em nossos calculos, a
taxa de excrecdo da creatinina foi praticamente a mesma (8,0mg/dl), portanto, ndo houve a
principio, diferencas no funcionamento glomerular dos animais dos grupos controle e tratado.

Todavia, a dosagem isolada da creatinina ndo representa uma boa estimativa da
FG, pois constitui um parametro relativamente tardio para deteccdo da lesdo renal, uma vez
que essa sO apresentara alteragdes apds ter tido um comprometimento superior ao de 50% na
FG (PINHO; CARVALHO; ARAUJO, 2011). Por isso, as dosagens da proteindria e
microalbumindria, foram realizadas, pois sdo marcadores mais sensiveis para a deteccdo de
alteracbes renais. Contudo, em nossas observagdes as dosagens de proteindria e
microalbumindria entre os grupos controle e tratado ndo apresentaram uma diferenca

estatistica relevante (FIG. 12).
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Em nosso desenho experimental tinhamos a expectativa de obter uma prole
(geracdo F-1) com cerca de 80 animais (tendo em torno de 40 animais provenientes de cada
grupo da geracdo P), entretanto duas das cinco fémeas do grupo tratado com NaCl% nédo
engravidaram (FIG. 13).

Presumimos entdo, que essa relacdo entre a sobrecarga de sal na dieta com a
gestacdo e o seu efeito na pressao arterial, apesar de ndo ser a esséncia do nosso trabalho, abre
0 ambito para futuras pesquisas, tendo em vista que na literatura ha forte associacdo entre a
dieta hipersodica e 0 aumento da taxa de gestacGes mal sucedidas. Relacionam-se também a
hipertensdo com uma diminuicdo global da funcdo reprodutiva e a um decrécimo na taxa de
ovulagdo e no numero de ovocitos (RIBEIRO et al, 2013; KARR-(DULLIEN;
BLOOMQUIST, 1979).

Portanto, ao final da primeira fase da nossa observacdo, podemos concluir que, a
dieta hipersddica ndo acarretou nenhuma alteracdo na pressdo arterial de cauda e na
frequéncia cardiaca no grupo tratado, assim como, ndo provocou nenhuma alteracdo nos
marcadores na urina de 24 horas desses animais.

No decorrer da segunda etapa do nosso estudo, durante os 4 meses de dieta, foram
realizadas medidas mensais da pressdo arterial de cauda (FIG. 15). E, apesar de termos
encontrado em nossas analises uma maior variabilidade pressérica nas medidas da presséo
arterial de cauda nos animais da geracéo F-1, quando comparamos com 0s animais da geragao
P, ndo foi possivel constatar em nossa analise estatistica uma diferenca significativa da
pressdo arterial de cauda entre os grupos NN, HN, NH e HH.

A principal desvantagem do método da pletsmografia de cauda € a restri¢do fisica
imposta ao animal. Além disso, a utilizacdo do aquecimento prévio da mesma é geralmente
usada para garantir que o fluxo sanguineo da cauda seja suficiente, para que uma medida
possa ser realizada. Mesmo quando o minimo aquecimento externo é utilizado, a combinacao
da restricdo e 0 aquecimento podem levar a aumentos significativos da temperatura corporal
central (BUNAG; TERAVAINEN, 1991), j4 que ambos, contencdo e aguecimento,
constituem estresses que podem afetar a pressdo arterial. Os valores obtidos com a técnica do
manguito de cauda podem refletir ndo apenas o nivel geral de pressdo arterial dos animais,
mas também a reatividade da pressao arterial ao estresse do procedimento (VAN VLIET et
al., 2000).

Entdo, para termos um parametro mais confiavel em nosso estudo, foi realizada,
anteriormente, a avaliacdo da funcdo endotelial, uma medida da pressdo intra-arterial e da

frequéncia cardiaca dos animais da geracdo F-1, uma vez que nesses animais ja se
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encontravam implantados em suas artérias um cateter de limen aberto com exteriorizagdo
inacessivel ao mesmo. O catéter era conectado a um transdutor de pressao (LabChart) no qual
seus valores eram apresentados momento a momento pelo software. Provavelmente, a
desvantagem mais significativa dessa técnica se refere a viabilidade do cateter que é de curta
duragéo.

Em um estudo cuidadosamente conduzido por Mattson sobre a medicdo da PA
em camundongos, usando catéteres exteriorizados, mostrou uma taxa de falha de até 50% ao
final da quarta semana apos a implantacdo (MATTSON, 1998), entretanto essa possibilidade
foi praticamente suprimida em nosso trabalho, uma vez que nossas medidas foram realizadas
com menos de 24 horas, apds a implantacdo dos catéteres.

Percebemos entdo uma menor variabilidade nas medidas da pressdo intra-arterial
(FIG. 16), se comparadas as medidas de pressdo arterial no manguito de cauda (FIG. 15),
entre 0s animais da geracdo F-1. Entretanto, essa variacdo ndo representou uma diferenca
significativa em nossa andlise estatistica.

Muitos trabalhos na literatura realizam medidas diretas de pressdo arterial em
seus modelos experimentais, consequentemente, fazem o uso de diferentes linhagens de
roedores. Em sua grande maioria estes estudos evidenciaram que a raca Wistar € menos
sensivel a sobrecarga de sal, quando comparadas a outras linhagens e apresentam menores
variagOes em sua pressao arterial.

No trabalho de Matavelli e colegas, as alteracdes fisiopatoldgicas e 0 aumento da
mortalidade devida a sobrecarga de sal (4%, 6% e 8%) na dieta foram relatados em ratos
normotensos e espontaneamente hipertensos (SHR), entretanto sem relagdo com aumento da
pressdo arterial (MATAVELLI et al., 2007). No estudo de Leenen e colaboradores ficou
demonstrado os efeitos deletérios de uma dieta NaCl 8% durante 12 semanas, através das
alteracdes no remodelamento cardiaco ocorridas em ratos Wistar, sem que 0S mesmos
apresentassem variacGes em sua presséo arterial (LEENEN; YUAN, 1998). Varagic e colegas
avaliaram a sobrecarga de sal (NaCl 8%) durante 16 semanas e suas consequentes alteracdes
ventriculares ocorridas em ratos Wistar e SHR, neste estudo a pressdo média medida da
artéria aorta apresentava pouca modifica¢do nos ratos Wistar (VARAGIC et al., 2006). Susic
e colaboradores avaliaram a sobrecarga de sal na funcdo cardiovascular utilizando ratos
Wistar e SHR, neste trabalho eles perceberam que a raga Wistar era pouco sensivel a uma
dieta hipersddica de curta ou de longa duragdo, devido as pequenas alteraces sucedidas em
sua pressdo arterial (SUSIC; FARES; FROHLICH, 2009).
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J& no estudo apresentado por Yo e colegas ficou demonstrado que uma dieta
hipersddica (NaCl 8%) aumentava significativamente a pressdo arterial sistolica e causava
hipertrofia ventricular esquerda em ratos normotensos (YU et al., 1998). Sendo assim,
podemos inferir que a resposta da pressao arterial devido as variacdes na carga dietética de
sodio ndo é uniforme e depende de vérios fatores, incluindo os genéticos, hormonais,
neuronais, dentre outras.

A determinacdo da frequéncia cardiaca, nos grupos da geracdo F-1, também foi
realizada anterirmente atraves da avaliacdo da funcéo endotelial. Em nossa analise estatistica
ndo conseguimos comprovar uma variabilidade significativa da mesma entre os grupos (FIG.
16), entretanto podemos observar uma tendéncia da reducdo da prépria nos grupos HN, NH e
HH em comparagdo ao grupo NN. Salientamos que os grupos HN, NH e HH receberam a
dieta hipersodica pelo menos em uma de suas geracBes (grupos HN e NH) e nas duas
geracOes (grupo HH).

O trabalho de Contreras e colaboradores mostrou que ratas tratadas com NaCl 3%
apresentavam uma reducdo de sua frequéncia cardiaca atraves da diminuicdo da atividade
simpatica e do aumento da taxa de excrecdo de sddio (CONTRERAS et al., 2000). Dessa
maneira, aproximando a tendéncia observada de reducdo da frequéncia cardiaca nos grupos
NH, HN e HH em comparacédo ao grupo NN (FIG. 11).

O termo disfuncao endotelial tem sido utilizada para se referir a varias condigdes
patoldgicas, incluindo alteracbes na coagulacdo, nas propriedades anti-inflamatérias do
endotélio, na deficiéncia da modulacdo do crescimento vascular e na desregulacdo da
remodelacéo vascular. No entanto, em grande parte da literatura o termo tem sido usado para
se referir a uma deficiéncia de relaxamento vascular dependente do endotélio causado pela
perda da bioatividade do 6xido nitrico (NO) na parede do vaso (CAl; HARRISON, 2000).

A funcdo endotelial em ratos acordados (FIG. 17) foi avaliada através das
variacOes apresentadas na pressdo intra-arterial média, em resposta a administracdo em bolus
de (0,1 ml) de ACH nas seguintes doses (25, 50, 100, 200 ng/kg). Como esperado, obtivemos
uma curva dose-resposta que mostrou que o relaxamento vascular dependente do endotélio
teve uma maior variagdo da PAM em sua maior dosagem de ACH (200 ng/kg) e uma menor
variacdo da PAM em sua menor dosagem de ACH (25 ng/kg), porém o relaxamento vascular
dependente do endotélio ndo apresentou variacdes significativas em cada uma das doses de
ACH administradas nos grupos NN, HN, NH e NN.

A curva dose resposta de ACH em nosso experimento foi semelhante a

apresentada por Xu e colaboradores (XU, et al., 2008), na qual uma maior variacdo da PAM
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foi obtida na maior dosagem de ACH (200ng) e uma menor variagdo da PAM ocorreu em sua
menor dosagem (25 ng/kg).

Para corrigirmos entdo as diferencas na reatividade do musculo liso vascular, a
resposta @ ACH (relaxamento vascular dependente do endotélio) foi normalizada pela resposta
ao NPS (relaxamento vascular independente do endotélio) de acordo com a formula: APAM
(ACH) / APAM (NPS).

Encontramos um valor significativo com p<0,05 entre os grupos HN e HH, na
relacdo (200ng/20ug). Nas demais relacdes ndo foram observadas alteracGes significativas
(Tabela 1). Desta forma, a normalizacdo da ACH em resposta ao NPS evidenciou uma piora
da reatividade vascular dependente do endotélio do grupo HH (razdo < 1) quando comparado
ao grupo HN, na sua maior relacdo. Acreditamos que a piora no relaxamento vascular
mediado pelo NO do grupo HH ficou bem evidenciada tendo em vista que ndo ocorreu a
interrupcdo da sobrecarga de sal nos animais deste grupo (MARUYAMA et al., 2015).

Percebemos que o risco de desenvolver doencas cardiovasculares, ou de
sindromes metabolicas na idade adulta é determinado por fatores que interagem ao longo da
vida, incluindo os fortes efeitos do genotipo e das exposicdes dietéticas em todos 0s estagios
da vivéncia. A persisténcia de eventos na primeira infancia, como as respostas das influéncias
aos desafios nutricionais na vida adulta, € uma confirmagao da forga da programagéo no inicio
da existéncia e tem seus efeitos sobre o desenvolvimento de 6rgéos e sistemas (LANGLEY -
EVANS, 2015). Desta maneira, ratificando a piora do relaxamento vascular dependente do
endotélio mediado pelo NO grupo HH, devida a sobrecarga de sal.

Varios estudos tém relacionado a influéncia do aumento da carga de sal na dieta e
seus efeitos deletérios no sistema renal (YU et al., 1998; TOBIAN e HANLON, 1990 ;
MATAVELLI et al., 2007; BERNARDI et al., 2012), por isso, utilizamos nos animais da
geracdo F-1 os mesmos marcadores urinarios utilizados na geracéo P, para avaliacdo do risco
de progressdo do declinio da funcdo renal e do desenvolvimento de complicacBes cardio-
vasculares.

A creatinaria no grupo NN (grupo que ndo sofreu influéncia da dieta hipersodica
em nenhuma das geragOes), apresentou um valor de 36 mg/24hs, valor este proximo ao
encontrado no grupo controle da geragédo P, 40 mg/24hs. Entretanto, os outros trés grupos da
geracdo F-1 (HN, NH e HH), que em algum momento do estudo receberam a dieta
hipersodica, apresentaram valores bem reduzidos de creatindria, quando comparados ao grupo
NN, insinuando a possibilidade de alteracdo glomerular nesses animais. O grupo HN

apresentou 24 mg/24 hs de creatindria, com p<0,05, quando comparado ao grupo NN,
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enquanto os grupos NH com 11 mg/ 24 hs de creatinuria e o HH com 10 mg/ 24 hs de
creatindria, com p<0,005, quando comparados ao grupo NN (FIG. 18).

Tendo em vista que os valores da creatindria variaram bastante entre os grupos da
geracdo F-1, calculamos a taxa de excrecdo de creatinina (como feito anteriormente na
geracdo P). Os grupos NN e HN apresentaram uma taxa de excre¢do de creatinina
semelhantes (2.8 mg/dl NN e 2.4 mg/dl HN). Ao passo que os grupos NH e HH apresentaram
taxas de excrecdo de creatinina bem reduzidas (1.1 mg/dl NH e 1.0 mg/ dl HH), com p<0,005
quando comparamos os grupos NN e HH (FIG. 16). No estudo de Ix e colaboladores
percebemos entdo que uma reducdo na taxa de excrecdo de creatinina estd fortemente
associada a mortalidade em pacientes com doenga arterial coronariana (IX et al., 2010) e a
uma baixa funcdo renal (POLINDER-BOS et al., 2017).

Devido aos diferentes valores encontrados na creatindria e na taxa de excre¢do de
creatinina nos grupos da geragdo F-1, procedemos entdo as dosagens dos marcadores urinarios
proteindria e microalbumindria, que sdo marcadores mais sensiveis a detec¢do da progressao
da doenca renal. A dosagem de proteindria na urina de 24 horas ndo apresentou em nossa
analise estatistica uma variacdo significativa os grupos NN, HN, NH e HH. No entanto, a
relacdo entre proteiniria com a progressao de doenca renal e o desenvolvimento de doenca
cardiovascular € independente do nivel de taxa de filtragdo glomerular (SARNAK; ASTOR,
2011). Sendo assim, realizamos as dosagens de microalbumindria na urina de 24 horas, que
nos evidenciou um aumento no grupo HH quando comparado ao grupo HN (FIG. 18), com
p<0,05.

Atualmente a leséo renal identificada pelo aumento da creatinina plasmatica, ou
pela presenca de proteinuria deve ser considerada como um importante marcador de risco para
complicacBes cardiovasculares futuras (LAZZERI et al., 2012). Entretanto, o aumento da
creatinina e a presenca de proteinaria no exame de urina sdo parametros relativamente tardios
para deteccdo da leséo renal.

Como o filtro glomerular (membrana basal) normal é extremamente delicado e
permite apenas a passagem de peptideos e proteinas de baixo peso molecular (geralmente
inferior a 10 mil daltons), a presenca de microalbumindria na urina deve ser considerado
como um marcador precoce da lesdo glomerular, anterior a proteindria e a0 aumento da
creatinina plasmatica (LAZZERI et al., 2012). Como consequéncia, podemos aventar uma
possivel lesdo renal em curso, devido a sobrecarga de sal, haja vista que a concentracdo da

microalbumindria na urina de 24 horas se encontrava elevada nos animais do grupo HH.
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Entdo, em nosso trabalho foram analisadas as respostas dos biomarcadores do
estado redox apos 162 semana de intervengdo na geracdo F-1, utilizando os seguintes tecidos:
arco aortico, artéria toracica, ventriculos (coracdo), adrenal esquerda e rim esquerdo. Sabemos
que em seres humanos, a sobrecarga de sal na dieta provoca um aumento agudo do estresse
oxidativo (PIECHA et al., 2012).

O arco adrtico é o trecho da artéria aorta na qual seu trajeto muda de ascendente
para descendente. E a regido da artéria aorta mais propensa ao estresse mecanico (Shear
Stress), devida a pressdo exercida em suas paredes pela forca de contracdo do ventriculo
esquerdo na sistole ventricular para superar a resisténcia vascular periférica (NELLIS et al.,
2017). Nessas amostras constatamos um dano tecidual, confirmada pelo TBARS, assim como
alteracdes em seu sistema de defesa antioxidante, provavelmente ocasionado pela sobrecarga
de sal.

O primeiro efeito observado foi o da peroxidagdo lipidica, que € o dano oxidativo
ocasionado aos lipidios pela acdo das ERO, por remocéo de um hidrogénio ou adi¢do de um
radical oxigénio, o que resulta em dano oxidativo, principalmente aos acidos graxos poli-
insaturados. Os produtos da peroxidacdo lipidica sofrem reacdes degradativas as quais dao
origem a diversos compostos, incluindo o malondialdeido (MDA) que pode ser determinado
pelo método TBARS (MONTEZANO et al., 2015).

Observamos um aumento da concentracdo do TBARS no arco aortico no grupo
NH em comparacdo aos grupos HN (P<0,005), HH (P<0,005) e NN (P<0,05), (FIG. 19). Os
grupos HN e HH descenderam do grupo tratado e as ERO constituidas pela sobrecarga de sal
nesse grupo, podem ter participado da modulagdo da expressdo génica dos mesmos, numa
tentativa de protecdo as futuras agressdes acometidas a essa geracdo. (ALLEN; TRESINI,
2000).

Tendo em vista que o grupo NH ndo recebeu uma exposicdo prévia da dieta
hipersédica em sua geracdo parental (derivaram do grupo controle), provavelmente, seu
sistema de defesa antioxidante ndo estivesse preparado para uma eventual sobrecarga de sal,
como ficou corroborado pelo aumento da concentracdo do malondialdeido no TBARS.

Atualmente é amplamente aceito que o ambiente inicial da vida pode influenciar a
saude a longo prazo da prole de varias maneiras. Um elemento chave da programacdo do
desenvolvimento ¢ a existéncia de efeitos “transgeracionais”, pelos quais uma exposi¢cdo
precoce pode afetar a saude na vida tardia ndo s6 da geragdo F-1, mas também das geragdes
futuras. A aceitacdo de efeitos transgeracionais como parte integrante da programacdo de

desenvolvimento € pertinente a um potencial proposito benéfico dos efeitos de
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desenvolvimento em termos evolutivos (AIKEN; OZANNE, 2014), como apresentado nas
amostras do arco aortico nos grupos HN e HH.

Esta protecdo fica mais explicitada quando analisamos o sistema de defesa
antioxidante que tem por finalidade remover ERO, ou regenerar os antioxidantes oxidados,
reduzindo-os. Uma das principais enzimas antioxidantes é a SOD, que catalisa
a dismutacgdo do superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio. Em nosso estudo
observamos um aumento da concentracdo da SOD no grupo HH, nas amostras do arco
adrtico, quando comparado aos grupos NN (P<0,005) e NH (P<0,05). Apesar de ndo termos
achado uma significancia estatistica no grupo HN, este, por sua vez, apresentou uma
tendéncia de elevagdo da SOD, assemelhando a elevacdo (SOD) que ocorreu no grupo HH,
quando comparado aos grupos NN e NH (FIG. 19).

Portanto, a elevacdo da SOD no arco aortico nos grupos HH e HN atuou como
mecanismo de defesa antioxidante enzimatico, possivelmente pela prévia exposicdo da
sobrecarga de sal, como ficou demonstrado pelo menor dano tecidual apresentado por esses
grupos no TBARS.

A concentracdo de derivados carbonilicos em proteinas no arco aortico, assim
como a capacidade antioxidante total, medida pelo método FRAP, que mensurou a capacidade
de reducdo do ferro pelos antioxidantes ndo enzimaticos, presentes na amostra do arco aortico,
ndo apresentaram diferenca significativa entre os grupos NN, HN, NH e HH em nosso estudo.

Outra amostra de tecido utilizada foi a artéria toracica, que vai do arco da aorta até
aproximadamente o nivel da 122 vértebra toracica (HANNUKSELA; LUNDQVIST;
CARLBERG, 2006). Quando analisamos a capacidade antioxidante ndo enzimatica da artéria
torécica, analisada pelo método de reducdo do ferro (FRAP), observamos um padrdo de
protecdo nos grupos HN e HH equivalente ao encontrado nas amostras do arco adrtico
(FIG.20). O grupo NH apresentou um aumento na capacidade antioxidante total nao
enzimatica, quando comparado aos grupos HN (P<0,05) e HH (P<0,05).

Aparentemente a reducdo da capacidade antioxidante ndo enzimatica nas amostras
da artéria toracica dos grupos HN e HH se deveu ao desequilibrio redox, ocasionado pela
dieta hipersddica no grupo parental tratado (que as originaram). Naturalmente, tendo como
consequéncias alteracfes em sua expressao génica, ocasionando assim, 0 CONsSUMO excessivo
de suas reservas antioxidantes. Como o grupo NH descendeu do grupo controle, 0 mesmo néao
recebeu uma sobrecarga prévia de sal, logo, suas reservas antioxidantes se encontravam

menos utilizadas.
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A Peroxidacédo lipidica (TBARS) a atividade antioxidante enzimatica da SOD,
assim como a concentracdo de derivados carbonilicos em proteinas na artéria toracica nao
apresentaram diferenca significativa em nossa andlise estatistica entre os grupos NN, HN, NH
e HH.

Outra amostra manipulada em nosso estudo foi a dos ventriculos. Os ventriculos
sdo camaras do coracdo cuja funcdo é bombear o sangue para a circulagdo sistémica, através
da artéria aorta no caso do ventriculo esquerdo; e para acirculacdo pulmonar através
da artéria pulmonar, no caso do ventriculo direito (CASTANHEIRA et al., 2014). Foi
observado um aumento significativo da concentragdo de TBARS no grupo HH quando
comparados ao grupo HN (P<0,05).

Aparentemente o0 padrdo apresentado pelo grupo HN no homogenato dos
ventriculos (FIG. 21) se assemelhou com o modelo exibido no arco aortico (para o grupo
HN), tendo em vista que as amostras de tecidos dos ventriculos, neste grupo, apresentaram um
menor dano lipidico quando comparados aos demais grupos da geracdo F-1 (NN, NH e HH),
com P<0,05 quando comparado ao grupo HH.

O grupo HN apresentou também sua maior capacidade antioxidante enzimatica
(SOD), quando comparado ao grupo NH (P<0,05), resultado semelhante ao encontrado no
arco adrtico. Portanto, os insultos alimentares podem gerar sinais sob a forma de mudancas no
ambiente hormonal que séo transmitidos do compartimento materno para o fetal, através da
placenta. A programacdo materna resultante dos tecidos somaticos fetais pode levar a
mudancas nos resultados de salde a longo prazo na primeira geracdo (BALE, 2015),
provavelmente, como forma de protecao decorrente da sobrecarga ao sal.

Entretanto o grupo HH, que recebeu a mesma dieta hipersodica do grupo HN em
sua geracdo parental, ndo apresentou nas amostras dos ventriculos esse mesmo padrdo de
protecdo visto no grupo HN que ficou evidenciado no arco aértico. Mesmo o grupo HH tendo
apresentado a maior capacidade antioxidante ndo enzimatica medida no método FRAP
qguando comparado os demais grupos, sendo P<0,05 quando comparado ao grupo NH, este
ndo se mostrou eficiente o bastante, pois o grupo HH apresentou o maior dano tecidual, como
ficou demonstrado pelo aumento da concentracdo do MDA no TBARS (FIG. 21).

Considerando que os determinantes de risco, em qualquer fase da vida, ndo sao
simples intera¢6es do individuo com o seu ambiente, naquele ponto do tempo em particular,
sdo de fato produtos das exposi¢Ges durante toda existéncia. O ambiente encontrado em cada

fase da vida, a partir do periodo periconceptual até a senescéncia modifica as respostas do
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individuo aos nutrientes e a outros sucessivos estdgios e desafios (LANGLEY-EVANS,
2015).

A concentracdo de derivados carbonilicos em proteinas no homogenato dos
ventriculos ndo apresentaram uma diferenca importante entre os grupos da geracdo F-1, assim
como a capacidade antioxidante enziméatica medida pela CAT em nosso trabalho. Alguns
estudos na literatura apontam que a atividade da CAT é severamente comprometida com o
congelamento e que os mecanismos envolvidos podem estar relacionados a desnaturacao
irreversivel da enzima por formacédo de cristais de gelo (SHIKAMA; YAMAZAKI, 1961).
Eventualmente, nossas amostras podem ter sofrido essa influéncia do congelamento, uma vez
que elas ficaram cerca de 48 horas armazenadas em nitrogénio liquido, visto que a atividade
da CAT em todas nossas amostras ndo apresentou uma diferenca significativa em nossa
andlise estatistica.

Outro tecido utilizado em nosso estudo foi a adrenal, que € uma glandula
endocrina responsavel pela sintese e liberacdo de varios horménios, como a aldosterona,
o cortisol, e aadrenalina. Na adrenal (FIG. 22), percebemos um aumento significativo da
peroxidacdo lipidica do grupo HN quando comparamos aos grupos NN (p<0,05) e NH
(p<0,05) e ao grupo HH (p<0,005). Nesse tecido, o padrdo de protecdo evidenciado pelo
grupo HN como em outras amostras (arco adrtico e ventriculos cardiacos) ndo se repetiu.
Provavelmente, uma hiperativacdo dessa glandula estivesse ocorrendo, acarretando em
aumento da peroxidaxao lipidica do grupo HN, supostamente como forma de prote¢do, como
ficou demosntrado em outras amostras no grupo HN, pela reducéo na concentracédo de MDA.

Entretanto, estudos apontam que o cortex da adrenal poderia estar relacionado a
uma maior vulnerabilidade devido aos efeitos adversos da peroxidacao lipidica, em parte em
virtude a sua alta concentracdo de acidos graxos insaturados. A peroxidacdo lipidica pode
efetuar a inativacdo das enzimas esteroidogénicas ligadas a membrana e, assim, influenciar a
producdo de horménios. Talvez por causa dessa vulnerabilidade a peroxidacédo lipidica e a
outros danos oxidativos, o cOrtex adrenal contenha uma grande quantidade de varios
antioxidantes (BURCZYNSKI et al., 1999).

Apesar de ndo termos encontrado uma diferenca significativa em nossa anélise
estatistica na avaliacdo da capacidade antioxidante enzimatica da SOD e CAT, assim como na
capacidade antioxidante ndo enzimatica no metodo FRAP, na glandula adrenal dos animais da
geracdo F-1, conseguimos comprovar em nosso estudo uma maior concentracdo dessas
enzimas antioxidantes, quando comparamos as mesmas enzimas em outros tecidos (arco

adrtico, artéria toracica, ventriculos e rim). Em adicdo, equiparando 0s nossos achados na
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glandula adrenal ao trabalho de Burczynski e colegas, percebemos que a concentracdo de
derivados carbonilicos da adrenal ndo apresentou uma diferenca significativa entre 0s grupos
NN, HN, NH e HH em nosso trabalho.

A Ultima amostra de tecido utilizada em nosso estudo foi a do rim. Nos ensaios
realizados (TBARS, FRAP, SOD, CAT e PC), ndo foi possivel detectar em nossa analise
estatistica nenhuma diferenca significativa entre os grupos da geracdo F-1 (FIG. 23).
Concluimos, portanto, que o ndmero de animais usados (n=6) pode ter influenciado de
alguma forma os resultados apresentados.

Nos ensaios utilizando biomarcadores do estado redox, um fator de protecdo com
relacdo a dieta hipersodica ficou demonstrado, através da menor peroxidacdo lipidica
apresentada nos grupos que descenderam do grupo tratado (HN e HH) quando comparamos

com os grupos que vieram do grupo controle (NN e NH) nas amostras do arco adrtico.
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7 CONCLUSAO

Os resultados do nosso estudo em modelo animal reforcam e contribuem para o
conhecimento na teoria da origem do desenvolvimento na saude e doengas, tendo em vista
que conseguimos demonstrar que a sobrecarga de sal na dieta em uma primeira geracdo de
ratos Wistar, independentemente de alteracdo na presséo arterial, acarretou modificagdes na
programacéo fetal em sua prole. Observamos piora da funcéo endotelial e uma provavel leséo
renal em curso nos animais do grupo HH, assim como identificamos um fator de protecéo ao
dano oxidativo ocasionado ao grupo HN. No entanto, mais estudos serdo necessarios para
identificar os mecanismos responsaveis pela protecdo e o aumento do risco destas

transformacdes.
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