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RESUMO 

 

Perturbações no ambiente intrauterino podem promover alterações no desenvolvimento fetal e 

programar hipertensão na prole adulta. Um dos fatores que perturbam o ambiente intrauterino 

é a inflamação materna.  O aumento do estresse oxidativo placentário parece estar envolvido 

nesse processo da programação intrauterina. Dessa forma, neste trabalho foi investigado se a 

exposição materna ao lipopolissacarídeo (LPS) aumenta marcadores de estresse oxidativo na 

placenta,no fígado fetal e materno, assim como aumenta a pressão arterial sistólica e 

marcadores de estresse oxidativo renal na prole adulta. Foram também investigados se o 

tratamento com α-tocoferol, em paralelo com o LPS, pode prevenir alterações no estresse 

oxidativo renal e na pressão arterial. Para isso, ratas Wistar foram tratadas com salina ou LPS 

nos dias 13, 15, 17 e 19 de gestação. Parte das mães de cada grupo foi tratada diariamente 

com α-tocoferol em paralelo com o LPS. Uma parte das mães (n =4–6 por grupo)teve a 

gestação interrompida no 20º dia para coleta de placentas, fígado materno e fetal,enquanto a 

outra parte (n= 4–5 por grupo) teve a gestação a termo para gerar a prole adulta, a qual teve 

alguns parâmetros funcionais investigados dos 60 aos 150 dias de idade. Aos 150 dias de vida 

a prole foi sacrificada para avaliação de marcadores do estresse oxidativo no rim. O 

tratamento materno com LPS aumentou os níveis de malondialdeído (MDA) na placenta, no 

fígado fetal e no rim da prole adulta. O rim da prole adulta também apresentou elevação na 

expressão da NOX2, a subunidade enzimática da NADPH oxidase. Na placenta, o aumento de 

MDA ocorreu em paralelo com elevação do fator de crescimento do endotélio vascular 

(VEGF) e de seu receptor do tipo I, o flt-1. Possivelmente porque ânions superóxidos ativam 

sinalizadores intracelulares que ativam a produção de fatores angiogênicos. A prole adulta 

apresentou pressão arterial sistólica mais elevada, a partir dos 120 dias de idade. O tratamento 

com α-tocoferol preveniu elevação do MDA na placenta, fígado fetal e rim do rato adulto. O 

α-tocoferol também preveniu elevação de ânions superóxidos dependentes da NADPH 

oxidase no rim de ratos adultos, assim como preveniu a elevação da pressão arterial. No 

entanto, o α-tocoferol não foi capaz de prevenir a elevação dos fatores angiogênicos na 

placenta. Em resumo, a inflamação materna, induzida por LPS, promove hipertensão na prole 

adulta, em parte, dependente do estresse oxidativo aumentado na placenta e no rim da prole 

hipertensa. 

 

Palavras-chave: inflamação, desenvolvimento fetal, estresse oxidativo, função renal, 

hipertensão  



 
 

ABSTRACT 

 

Changes in maternal environment, including maternal inflammation, may affect fetal 

development and lead to hypertension in adult offspring. Elevation in placental oxidative 

stress seems to be a crucial agent to program later disease, such as hypertension. This work 

investigated whether exposure to lipopolysaccharide (LPS) augments oxidative stress in 

placenta and in maternal and fetal livers, as well as, increases systolic arterial pressure and 

renal oxidative stress in adult offspring. Furthermore, it was investigated whether α-

tocopherol treatment, inparallel to LPS, could prevent the programmed changes in renal 

oxidative stress and blood arterial pressure. For this, Wistar female rats were treated with 

saline or lipopolysaccharide, on days 13, 15, 17 and 19 of gestation. Alongside, a subset of 

dam groups were daily treated with -tocopherol. On gestation day 20, part of dams (n = 4–6 

per group) was euthanized to obtain placentas and maternal and fetal livers, while other part 

of dams (n = 4–5 per group) had the gestation until term to study their offspring. The 

offspring had systolic blood pressure measured from age of 60 to 150 days. At age of 150 

days, the offspring was euthanized to measure markers of oxidative stress in the kidney. 

Maternal exposure to LPS leads to elevation in the levels of malondialdehyde (MDA) in 

placenta, fetal liver and in the kidney of adult offspring. The kidney of adult offspring also 

presented elevation in the expression of NOX2, one enzymatic subunit of NADPH oxidase. In 

placenta, the elevation in MDA was paralleled by elevation in the levels of angiogenic factors, 

the vascular endothelial growth factor (VEGF) and its type I receptor, the flt-1. It is known 

that superoxide anions activates subcellular signals to production of these angiogenic factors. 

Adult offspring showed elevated systolic blood pressure from 120 days. α-Tocoferol 

prevented elevation of MDA in placenta, fetal liver and in the kidney of adult offspring. α-

Tocoferol also prevented elevation in the levels of superoxide anions dependent on NADPH 

oxidase in the kidney of adult rats offspring, as well as, it prevented the elevation in blood 

pressure. However, α-tocopherol was not able to prevent the elevation of angiogenic factors in 

placenta. In summary, LPS-induced maternal inflammation leads to hypertension in the adult 

offspring, partially, mediated by increased oxidative stress in the placenta and in the kidney of 

adult offspring. 

 

Key-words: inflammation, fetal development, oxidative stress, renal function, hypertension. 
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1.INTRODUÇÃO 

 

 

O desenvolvimento intrauterino representa uma janela na qual o organismo está 

suscetível a programação de doenças crônicas na vida adulta por eventos adversos. A 

hipertensão é uma importante questão de saúde pública e representa uma das  principais 

causas de morbimortalidade no mundo. A elevação dos níveis pressóricos pode decorrer de 

fatores genéticos, farmacológicos e ambientais, bem como, pode ser programada no ambiente 

intrauterino e induzir alterações da função renal. A elevação do estresse oxidativo é um fator 

que está presente tanto em mecanismos de retardo do desenvolvimento fetal como em 

alterações funcionais renais e na hipertensão. 

A inflamação materna é um evento adverso que pode perturbar o desenvolvimento 

intrauterino, e dessa forma, pode induzir elevação dos níveis pressóricos na idade adulta. Esse 

processo pode envolver alterações no estresse oxidativo durante a janela de desenvolvimento, 

bem como, no tecido renal na idade adulta.  

 

2. FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA 

 

 

2.1.Programação intrauterina 

 

 

Ainda nos primeiros dias de vida, indivíduos que apresentam baixo peso ao 

nascimento possuem maiores riscos de apresentar hipoglicemia, hipotermia, hipotensão, 

síndromes respiratórias, acidose arterial umbilical, e um aumento de 20 vezes no risco de 

morte neonatal (NEGRATO; GOMES, 2013). Por outro lado, a restrição do crescimento fetal 

também pode refletir tardiamente no desenvolvimento de doenças crônicas. O 

desenvolvimento da diabetes do tipo 2 (DT2) (QUILTER et al., 2014), hipertensão 

(PAIXÃO; ALEXANDER, 2013), e doenças isquêmicas do coração (DICs)(HESHMATI; 

KOUPIL, 2014), na vida adulta, tem sido correlacionado com baixo peso no nascimento. Em 

1986, através de estudos demográficos, Dr.Barkerpropôs a hipótese de que a desnutrição ou 

outros insultos que afetem a vida intrauterina, ou os primeiros anos de vida, poderiam alterar 

permanentemente a estrutura, fisiologia e metabolismo do corpo (BARKER; OSMOND, 

1986). Nesse estudo, Barker sugerea existência de uma correlação entre o aumento da taxa de 
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mortalidade por DICsno período de 1968–1978 e o aumento da morbimortalidade 

infantilocorrido na geração anterior, entre os anos de 1921 e 1925, período em que houve um 

alto índice de desnutrição em mulheresna idade fértil. 

Com base nas proposições de Barker, surgiu a hipótese de programação intrauterina. A 

programação intrauterina é descrita como perturbações no ambiente intrauterino que 

promovem alterações do desenvolvimento fetal eque trariam benefícios em curto prazo ao 

feto(ZANDI-NEJADet al., 2006).Taisbenefícios incluiriam a manutenção de tecidos vitais, 

como o cérebro e a placenta, no entanto, promoveriam simultaneamente modificações 

definitivas nas características de crescimento, metabolismo e na fisiologia pós-

natal,aumentando os riscos de morbidade tardia (ZANDI-NEJADet al., 2006).Nesse âmbito, 

foi proposto o desenvolvimento de um “fenótipo poupador” em indivíduos, cujo ambiente 

intrauterino se caracteriza por condições de restrição nutricional, quequando expostos a um 

aumento do aporte nutricional,apresentam comprometimentos de saúde (BATESONet al., 

2004).Outra proposição leva em consideração a “resposta preditiva adaptativa”, definida 

como mudanças homeostáticas fetais que são induzidas na expectativa de futuras mudanças 

ambientais, ajudando na sobrevivência pós-natal até a vida adulta. A programação intrauterina 

teria vantagens adaptativas imediatas, porém induziria respostas preditivas adaptativas 

“inapropriadas” no ambiente pós-natal(GLUCKMAN; HANSON, 2004). 

Alterações estruturais e funcionais a nível gênico, celular, tecidual, ou sistêmico são 

mecanismos que influenciam a programação intrauterina. As modificações epigenéticas, 

durante o desenvolvimento, alteram a expressão gênica sem mudanças na sequência do 

DNA(COSTA; PACHECO, 2013). As mais importantes reações epigenéticas são a acetilação 

e a metilação, que podem induzir diferentes níveis de expressão gênica e, desse modo, afetar a 

síntese proteica (NEGRATO; GOMES, 2013). Os períodos mais susceptíveis a modificações 

epigenéticassão a gametogênese e o inícioda formação embrionária, contudo essas 

modificações também podem ser observadas nos demais períodos gestacionais 

(VICKARYOUS; WHITELAW, 2005).  

A programação intrauterina pode acontecer em resposta a diversos fatores, que 

incluem, condições precárias de oxigenação e nutrição fetal, alterações hormonais, tabagismo, 

exposição ao etanol, exposição a fármacos e enfermidades maternas (FOWDENet al., 2006). 

Todos estes fatores apresentam em comum a elevação do estresse oxidativo (LUO et al., 

2006). 
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2.2.Estresse oxidativo 

 

 

O desequilíbrio entre a produção de espécies reativas do oxigênio(em inglês: 

reactiveoxygenspecies, ROS) e as defesas antioxidantes caracteriza o quadro de estresse 

oxidativo(SHOJI; KOLETZKO, 2007). Assim, podemos afirmar que o estresse oxidativo 

pode acontecer de 3 formas: i) quando há um aumento da produção de ROS, sem alteração 

nas defesas antioxidantes; ii) quando há uma diminuição nas defesas antioxidantes, sem 

alteração na produção de ROS; ou iii) quando acontece simultaneamente um aumento da 

produçãode ROS e uma diminuição nas defesas antioxidantes.  

Espécies reativas do oxigênio (ROS) são compostas por radicais livres do oxigênio 

(SORG, 2004). Radicais livres são definidos como substâncias químicasque possuem um ou 

mais elétrons desemparelhados, o que os confere alta reatividade química(ALZOGHAIBI, 

2013).As ROSpodem ser originadas de processos como isquemia-reperfusão, ativação de 

neutrófilos e macrófagos, metabolismo de ácidos graxos livres, metabolismo das 

prostaglandinas, entre outros (SHOJI; KOLETZKO, 2007), e incluem os ânions superóxidos 

(O2
-
), radical hidroxila (OH), péroxido de hidrogênio (H2O2), radicais hidroperoxila (O2H) eo 

oxigênio singleto (
1
O2), ozônio (O3), peroxil (RO2), alcoxil (RO.)(HALLIWELL, 

1996).Quando há uma condição de equilíbrio entre a produção de ROS e a sua neutralização, 

estas moléculas têm papel benéfico nas funções fisiológicas.Elas são fundamentais na 

proteção celular de infecções por patógenos invasores, na regulação da função de células 

cardíacas e vasculares, e também na regulação intracelular da concentração de cálcio 

(SALIM, 2014).Entretanto, o excesso de ROS pode causar danos em várias moléculas 

biológicas e em tecidos vitais. Os principais alvos das ROS são ácidos graxos insaturados 

presentes na membrana, processo conhecido como peroxidação lipídica, mas também podem 

danificar a estrutura e função proteica,assim como os ácidos nucléicos(ALZOGHAIBI, 2013). 

Dessa forma, a diminuição das defesas antioxidantes, permite que lesões provocadas por ROS 

se tornem irreversíveis (KAROWICZ-BILINSKAet al., 2002). 

As principais enzimas antioxidantes são a superóxido dismutase, acatalase e a 

glutationaperoxidase. O radical superóxido(O2
-
) é convertido a peróxido de hidrogênio pela 

superóxido dismutase, cujo metabolismo é continuado pela glutationaperoxidase ou pela 

catalase (BIRIet al., 2007). Substâncias não enzimáticas também fazem parte das defesas 

antioxidantes. A glutationa reduzida (GSH), produzida endogenamente, sequestra ânions 

superóxidos e é convertida a glutationa oxidada (GSSG) (BROWNE; ARMSTRONG, 1998). 
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Além disso, também atuam como antioxidantes não enzimáticos substâncias exógenas como a 

vitamina E e o β-Caroteno(FREI, 1994). 

Na célula, as principais fontes de ROS incluem:as mitocôndrias (LOORet al.,2011),a 

xantina óxido-redutase (BOUEIZet al., 2008), e a nicotinamida adenina dinucleotídeo fosfato 

oxidase (NADPH oxidase ou NOX). Esta última tem como única função a produção de ROS 

(RADERMACHERet al., 2012). 

 

2.2.1. NADPH oxidase 

 

 

 A NADPH oxidase está presente em uma ampla variedade de organismos. O 

complexo enzimático da NADPH oxidase inclui subunidades catalíticas e 

eletrotransportadoras. Sua família é constituída por 7diferentes membros de subunidades 

catalíticas, que incluem as NOXs 1–5, e a dual oxidases 1–2 (COSOet al., 2012). Essas 

subunidades possuem diferentes localizações subcelulares, bem como,são expressas e 

reguladas de forma diferentemente em vários tecidos (BROWN; GRIENDLING, 2009).  

A NOX2, também conhecida como gp91
phox

, é o protótipo da subunidade da NADPH 

oxidase da membrana plasmática ea maior parte do conhecimento sobre essa enzima é 

baseado em estudos sobre essa isoforma catalítica (para um maior aprofundamento sobre os 

papeis fisiológicos e fisiopatológicos da NADPH oxidase ver BEDARD; KRAUSE, 2007). 

Em humanos, a NOX2 é altamente glicosilada possuindo um peso molecular entre 70 e 90 

KDa, possui 6 domínios transmembranares, e suas regiõesaminoterminal e carboxiterminal 

estão inseridas no citoplasma. Quando ativada, a NOX2 está ligada à proteína integral de 

membrana, p22
phox

, e às subunidades citoplasmáticas, p47
phox

, p67
phox

 e p40
phox

.Na Figura 1 é 

apresentado o processo de ativação da NOX2, que é iniciado pela fosforilação da subunidade 

citoplasmática p47
phox

, que permite sua interação com a subunidade de membrana p22
phox

. A 

p47
phox

 traz para o complexo as subunidades citoplasmáticas p67
phox

 e p40
phox

. Uma vez que o 

complexo é formado, a p67
phox

permite a ativação do domínio catalítico da NOX2. O 

funcionamento desse complexo enzimático também é dependente de uma GTPase, a RAC1, 

que fornece a energia necessária para a produção de superóxido. A geração de superóxidos 

pela NOX2 ocorre através da transferência de elétrons para o citosol (BEDARD; KRAUSE, 

2007). 
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A produção de ROS proveniente da ativação da NOX2 está envolvida na patogênese 

de diversas doenças. No sistema nervoso central, sua ativação participa da fisiopatologia de 

doenças neurodegenerativas,como as deficiências cognitivas relacionadas ao envelhecimento, 

doença de Alzheimere doença deParkinson (CAHILL-SMITH; LI, 2014). A  síndrome 

cardiorenal pode ser iniciada pelo aumento do estresse oxidativo proveniente da  ativação da 

NOX2no rim e no coração (RUBATTUet al., 2013). Além disso, a ativação da NOX2 

também está envolvidaem perturbações do ambiente intrauterino (XIAOet al., 2013). 

 

2.2.2.Estresse oxidativo e a gestação 

 

 

O período gestacional é um evento associado a um aumento fisiológico do estresse 

oxidativona região uterina(MARSEGLIAet al., 2014).As ROS têm o papel fisiológico de 

atuar como molécula de sinalização para induzir a transcrição de genesresponsáveis pela 

diferenciação e proliferação de vários tipos de células durante o desenvolvimento fetal 

(BURTON, 2009). Por outro lado, o feto apresenta uma baixa capacidade 

antioxidante(THOMPSON; AL-HASAN, 2012), portanto, é preciso um balanço muito preciso 

entre produção de ROS e a defesa antioxidante, para que ocorra o desenvolvimento fetal 

adequado. 

O estresse oxidativo pode ser prejudicial tanto na fase de fertilização, quanto nos 

diversos estágios gestacionais. Gametas femininos e masculinos são extremamente 

FIGURA1: Esquema representativo da ativação daNOX2. A. NOX2 inativa: 

complexo membranar, formado pela NOX2 e p22
phox

desacoplado ao complexo 

citoplasmático, formado pela p47
phox

, p67
phox

 e p40
phox

 .B.Formação do complexo 

e ativação da NOX2: iniciado pela fosforilação da p47
phox

 que traz para o 

complexo as subunidades citoplasmáticas e ativa a NOX2 através da 

p67
phox

.(BEDARD; KRAUSE, 2007). 
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vulneráveis à ação de moléculas oxidantes (RUDERet al.,2008;AITKEN; DE IULIIS, 2010): 

por exemplo,a redução da fertilidade masculina tem sido associada a danos no DNA 

espermático provocados pelo estresse oxidativo (AITKEN; DE IULIIS, 2010).O estresse 

oxidativo também pode promover alterações epigenéticas no feto. Já foi demonstrado que 

ROS podem induzir acetilação em resíduos de histona, correlacionados com aumento da 

expressão da subunidade p65 do fator nuclear kappa B (NF-kB) em células endoteliais 

aórticas, e desse modo, ativam vias inflamatórias relacionadas a programação da hipertensão, 

diabetes e de outros componentes da síndrome metabólica, na vida adulta (EL-OSTAet al., 

2008). 

Além disso, estudos demonstram que ROS provenientes da NADPH oxidase 

promovem má adaptação da circulação uteroplacentária durante a gestação (XIAOet al., 

2013) e estão envolvidas em eventos adversos que podem induzir alta morbidade ao feto, 

como apré-eclâmpsia (JAUNIAUXet al., 2000).A transferência de oxigênio para o feto é 

fundamental para o seu desenvolvimento, que pode, dessa forma, ser impactado 

negativamente por situações de hipóxia. A elevação inadequada do estresse oxidativo na 

placenta, e a consequente alteração de sua perfusão sanguínea, estão relacionados com 

restrição do crescimento fetal(PEUCHANTet al., 2004). Outros dados da literatura, 

demonstram queneonatos com baixo peso ao nascimentoapresentam deficiências significantes 

na sua defesa antioxidante (HRACSKOet al., 2008).Além disso, háassociação entre o perfil 

do estresse oxidativo intrauterino,baixo peso ao nascimento e desenvolvimento dehipertensão 

(PAIXÃO; ALEXANDER, 2013) e diabetes (SIMMONS, 2006)na vida adulta. Portanto, o 

estresse oxidativo está intimamente relacionado com a programação intrauterina de doenças 

na idade adulta. Além disso, o estresse oxidativo placentário também tem sido associado a 

abortos espontâneos e malformações congênitas(POSTONet al., 2011). 

O mecanismo pelo qual o estresse oxidativo induz alteração da perfusão placentária 

está relacionado ao desequilíbrio entre dois metabólitos do ácido araquidônico, o tromboxano 

e a prostaciclina. O estresse oxidativo estimula a síntese de tromboxano,que é um 

vasoconstritor, e ao mesmo tempo inibe a síntese de prostaciclina, que é um vasorrelaxante. 

Essa alteração diminuio fluxo sanguíneo uteroplacentário e compromete a nutrição fetal 

(WALSH, 2004).É possível também que oelevado estresse oxidativo determine diminuição da 

biodisponibilidade do óxido nítrico na circulação placentária(YUet al., 2012), o que 

amplificaria o quadro de vasoconstrição.  

Além disso, o fluxo sanguíneo uteroplacentário é determinado pela presença de 

diversos fatores angiogênicos, que podem ser impactados pelo estresse oxidativo. Por 

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0891584905007537
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exemplo, alterações da perfusão placentária na pré-eclâmpsia estão correlacionadas com 

diminuição da produção do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), e 

vasculogênese alterada (CINDROVA-DAVIES, 2014). A suplementação materna com 

antioxidantesgera efeitos benéficos sobre a diminuição do estresse oxidativo, bem como, é 

capaz de estimular a produção desse fator angiogênico e de recuperar a vasculogênese 

placentária, na pré-eclâmpsia(CINDROVA-DAVIES, 2014). 

 

2.3. Placenta e fatores angiogênicos 

 

 

A placenta é o eixo de ligação entre a circulação materna e fetal. Ela mantém a 

homeostase fetal, realizando diversas funções fisiológicas que mais tarde serão exercidas pelo 

trato gastrointestinal, rim, pulmão e sistema endócrino. As principais funções da placenta são 

proporcionar uma barreira imunológica ao feto, mediar a transferência de oxigênio, água e 

alimentos, e produzir e secretar hormônios, citocinas e moléculas de sinalização 

(JANSSON;THERESA, 2007).As necessidades metabólicas fetais aumentam ao longo da 

gestação. Os ajustes placentários necessários para suprir essas necessidades ocorrem a nível 

das vilosidades vasculares placentárias, garantindo assim, a sustentação e o bem-estar do 

crescimento fetal (CHADDHAet al., 2004). 

No início do desenvolvimento placentário, citotrofoblastosextravilosos invadem a 

artéria espiral uterina da decídua e do miométrio. Essas células fetais invasivas substituem a 

camada endotelial dos vasos uterinos, transformando-os a partir de vasos de pequena 

resistência a vasos de capacitância de alto calibre (MAYNARD;KARUMANCHI, 2011). Em 

humanos, a vilosidade vascular começa a ser formada a partir do 13º dia pós-concepção. Em 

torno do 32º dia pós-concepção, as vilosidades são invadidas por um mesênquima 

embrionário que se diferencia em células endoteliais e em células estromais. A partir dessas 

células, é montada uma rede vascular central que se conecta com o sistema circulatório 

embrionário. Na 26º semana de gestação,o desenvolvimento vascular entra na fase final, 

ocorrendo angiogênese sem ramificação, caracterizada pelo crescimento longitudinal dos 

capilares superiores(MURTHIet al. 2014).Essa adaptação vascular placentária é indispensável 

para uma adequada relação entre mãe, placenta e feto, ao longo de todo período gestacional. 

O controle da vasculogênese e angiogênese é realizado por moléculas pró e 

antiangiogênicas. Dentre os fatores angiogênicosque participam da angiogênese placentária 

estão o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), o fator de crescimento placentário 



20 
 

(PlGF) e o fator de crescimento de fibroblastos básico (bFGF) (DAKOUANE-

GIUDICELLIet al., 2014).  

O VEGF é o regulador primário da angiogênesetanto em condições normais, como 

também em condições patológicas como na cicatrização de feridas, isquemia coronária e 

crescimento tumoral. Esse fator estimula a permeabilidade vascular bem como a produção e 

migração de proteases nas células endoteliais(REYNOLDS; REDMER, 2001). 

Especificamente na placenta, o VEGF regula o crescimento, a vasodilatação e o 

remodelamento vascular. As ações celulares ativadas pelo VEGF são mediadas pelos 

receptores VEGFR1(também denominado receptor fms-liketyrosine kinase-1, Flt-1), 

VEGFR2 e VEGFR 3(GOEL;MERCURIO, 2013).  

 Durante o desenvolvimento vascular placentário, também ocorre a produção de 

fatores antiangiogênicos como, o fator plaquetário4(PF4),o fator de crescimento 

transformante beta (TGF-β), aangiostatina, a endostatina, entre outros (CAPPet al., 2009). 

Para que o desenvolvimento vascularplacentário ocorra de forma normal, é fundamental que 

haja um balanço adequado da produção desses fatores antiangiogênicos e dos fatores pró-

angiogênicos,principalmente no início da gestação (CAPPet al., 2009). 

Como ressaltado anteriormente, a pré-eclâmpsia representa um evento materno 

associado a alterações da perfusão placentária decorrentes de menor produção doVEGF 

(CINDROVA-DAVIES, 2014). Por outro lado, mulheres que apresentam diabetes mellitus 

gestacional também apresentam menor expressão do VEGF, e seus receptores, na placenta, 

bem como apresentam alteração na maturação placentária (MADAZLIet al., 2008). Apesar do 

VEGF ser essencial para o desenvolvimento embrionário normal, nem sempre a sua expressão 

aumentada representa um benefício ao feto. Estudos recentes demonstram que a elevação dos 

níveis de VEGF no início da gestação pode provocar danos vasculares placentários graves e 

induzir alguns sintomas característicos da pré-eclampsia(FANet al., 2014). 

Portanto, eventos adversos que afetam o período gestacional podem promover retardo 

do desenvolvimento fetalatravés da elevação do estresse oxidativo e de perturbações na 

angiogênese placentária.A inflamação no ambiente materno representa um evento adverso 

capaz de induzir ambos, elevação do estresse oxidativo e disfunção na angiogênese 

placentária (ANDRAWEERAet al., 2012;ZHAOet al., 2008). 

 

 

 

2.4.Inflamação 
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 A inflamação é definida como uma resposta protetora do nosso organismo que é 

iniciada por uma lesão celular e tem como objetivo final livrar o organismo do agente 

causador e das consequências desta lesão (ABBAS, 2010).A fase inicial da resposta 

inflamatória é coordenada pela resposta imune inata e dura geralmente minutos ou horas. Essa 

fase envolve a detecção do patógeno pelas células imune residentes, principalmente 

macrófagos, células dendríticas, mastócitos e neutrófilos (SPITSet al., 2013). Essas células 

reconhecem o patógeno principalmente através dos receptores Toll-Like (TLR) e CD14. A 

ativação desses receptores gera uma cascata de eventos levando a translocação nuclear do NF-

kB que é fator responsável pela expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias como o fator 

de necrose tumoral alfa (TNF-α) e a interleucina-1 beta (IL-1β) e anti-inflamatórias como a 

interleucina 10 (IL-10) (HENKINet al., 2009).  Essas citocinas ativam a resposta imune 

adaptativa que tem um tempo de atuação entre dias e semanas. Nessa fase, cria-se uma 

resposta específica dependendo do contexto em que os antígenos são apresentados, ou seja, 

depende danatureza do patógeno (HARDYet al., 2007).Os linfócitos B são responsáveis pela 

liberação das imunoglobulinas, facilitando a apresentação do antígeno a células fagocitárias, 

enquanto oslinfócitos T secretam citocinas pró-inflamatórias promovendo um feedback 

positivo, bem como, secretam interleucinas anti-inflamatórias (RUSSEL, 2006). 

 Citocinas pró-inflamatórias também ativam neutrófilos e aumentam a expressão de 

moléculas de adesão celular nos leucócitos e em células endoteliais. Porém, a ativação de 

neutrófilos não só promove a imobilização e destruição do patógeno, como também aumenta 

a permeabilidade vascular com consequente edema, enquanto que células endoteliais ativadas 

liberam óxido nítrico que é um potente vasodilatador. Além disso, a inflamação também atua 

na cascata de coagulação, que é iniciada através da ativação do fator tecidual na superfície de 

células endoteliais e monócitos. Embora tenha um papel importante na homeostasia, a 

coagulação intravascular impede a chegada de oxigênio ao tecido e isso pode agravar o 

processo inflamatório (HENKINet al., 2009).  A Figura 2 ilustra o processo de ativação da 

resposta inflamatória. 
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Um dos fatores que desencadeia respostas inflamatórias é o lipopolissacarídeo (LPS), 

um componente importante da membrana externa da maioria das bactérias gram-negativas. 

Pequenas quantidades de LPS no sangue, proveniente de infecções bacterianas, são suficientes 

para induzir uma potente resposta inflamatória (RHEE, 2014). Inicialmente o LPS se liga a 

uma glicoproteína produzida pelo fígado do hospedeiro, o LBP (do inglês 

Lipopolysaccharidebindingprotein). O complexo LPS-LBP entra em contato com o receptor 

CD14 de macrófagos, e este por sua vez, facilita a transferência do LPS-LBP para ativação do 

TLR4, que inicia a geração do sinal transmembranar responsável pela síntese de citocinas pró-

inflamatórias (KIRSTEN, 2008). 

FIGURA 2:Ativação da resposta inflamatória induzida pelo LPS. A resposta inflamatória é iniciada pelos 

receptores TLR e CD14, esses receptores desencadeiam uma cascata de eventos, levando a translocação do 

NF- kB e a produção de citocinas inflamatórias. Essas citocinas vão ativar linfócitos, neutrófilos, e 

moléculas de adesão celular, assim como também atua na cascata de coagulação (adaptado de HENKIN et 

al., 2009).  
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 O processo inflamatório e a reparação podem ser prejudiciais em algumas 

situações. Um bom exemplo são as reações de hipersensibilidade secundárias a efeitos de 

picaduras de insetos, fármacos e outras substâncias tóxicas. A produção de fatores pró-

inflamatórios também podem estimular a produção de fatores pró-fibróticos. As reparações 

mediante fibrose podem afetar órgãos específicos produzindo obstrução e disfunções 

(ABBAS, 2010).  

Diversos estudos já evidenciaram o papel prejudicial da resposta inflamatória induzida 

por LPS. Lesão pulmonar aguda (YUANet al., 2014), neurotoxicidade (KIMet al.,2014), 

hipertrofia cardíaca (MAGIet al.,2014) einjúria renal (CASTELLANOet al., 2014) são alguns 

dos prejuízos provocados pela administraçãodo LPS.A inflamação também pode prejudicar o 

desenvolvimento da gestação e promover modificações no crescimento fetal (COTECHINIet 

al., 2014) 

 

2.4.1.Inflamação e a gestação 

 

 

Do ponto de vista imunológico, o desenvolvimento da gestação só é possível graças à 

ativação de uma rede imunorregulatória que tem como objetivo desenvolver um estado de 

tolerância materno-fetal e permitir a implantação e manutenção do embrião/feto até que 

tenham condições de sobrevivência fora do útero. Entre os fatores envolvidos nessa rede 

imunorregulatória, destacam-se a progesterona, a expressão diferenciada do antígeno 

leucocitário humano (HLA) pelas células trofoblásticas, o controle da citotoxicidade direta 

das células Natural Killer uterinas (uNK) e a atividade das células T regulatórias (T reg) 

(MICHELONet al., 2006). 

Infecções maternas são motivos de preocupação durante a gestação porque induzem 

umprocesso inflamatório e podem interferir nessa rede imunorregulatória (RASHEED, 1994). 

Além disso, apesar do patógeno, em si, não ultrapassar a barreira placentária, o processo 

inflamatório estimulado impacta o ambiente fetal (ASHDOWet al.,2006): a produção de 

citocinas pró-inflamatórias induzidas pelo patógeno no soro materno está correlacionada com 

o aumento dessas citocinas no líquido amniótico e na circulação fetal (BELLOSESKYet al., 

2006).As citocinas possuem um papel importante no desenvolvimento normal da gestação, 

participando do processo de implantação, placentação, ativação uterina e amadurecimento 

cervical (VIANNA, 2009), porém,na presença de infecção materna, a dinâmica entre essas 
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citocinas é alterada e há uma elevação da produção de citocinas pró-inflamatórias, que podem 

induzir um retardo do desenvolvimento fetal (ORSI; TRIBE, 2008). 

Estudos já demonstraram que a administração experimental de LPS em animais 

gestantes pode promover reabsorção embrionária (AISEMBERGet al., 2007), partos 

prematuros (OLGUNet al., 2014), prejuízos ao desenvolvimento cerebral do feto (OSKVIGet 

al., 2012), doenças fetais intrauterinas (XUet al., 2007), bem como, induzir efeitos 

teratogênicos (ZHAOet al., 2008). Xuet al. (2007)demonstraram que as doenças fetais 

intrauterinas induzidas pela inflamação estavamcorrelacionadas com o aumento dos níveis de 

TNF-α e elevação do estresse oxidativo, da mesma forma, que Zhaoet al. (2008) 

correlacionou os efeitos teratogênicos fetais ao aumento do estresse oxidativo,tanto na 

placenta, quanto no feto.Dessa forma, fica claro que há o envolvimento do estresse oxidativo 

nos prejuízos fetais induzidos pela inflamação materna.  

Apesar de já ter sido evidenciada a correlação entre a inflamação materna, o estresse 

oxidativo e o retardo do crescimento intrauterino (ZHAOet al., 2014), a repercussão da 

inflamação materna na programação intrauterina ainda é pouco compreendida, principalmente 

nos aspectos relacionados a função renal e a regulação da pressão arterial.  

 

2.5. Função renal 

 

 

 As principais funções do rim são: a) manter o equilíbrio hídrico e eletrolítico do 

corpo (BONNYet al., 2013); b) promover o balanço ácido-base; c) excretar restos 

metabólicos (LAYTON, 2012); d) regular a pressão arterial sanguínea (IVY; BAILEY, 2014); 

e) regular a produção de células vermelhas do sangue (NAGAIet al., 2014); e f) regular o 

metabolismo ósseo através da produção de vitamina D ativa (WHITE, 2012). 

O tecido renal desempenha parte dessas funções através da formação da urina, cuja 

etapa inicial depende da filtração glomerular, que por sua vez, é dependente, dentre outros 

fatores, do fluxo sanguíneo renal e da resistência das arteríolas aferente e eferente (AIRES, 

2008). Além disso, o processo normal de filtração glomerular é dependente da seletividade da 

barreira de filtração glomerular à passagem de proteínas plasmáticas de alto peso molecular, 

como a albumina(AIRES, 2008). 

Desse modo, uma das maneiras da função renal ser quantificada é através da avaliação 

do ritmo de filtração glomerular (RFG). O RFGnormal em homens é de aproximadamente 

130 ml × min
−1

, e em mulheres 120 ml × min
−1

,contudo, esses valores variam de acordo com 
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o tamanho do rim e massa corporal, e além disso, a variação diurna,a ingestão de proteínas e o 

exercício físico também alteram o RFG(SANDILANDSet al., 2013). O padrão ouro para 

determinar o RFG é o clearance da inulina, porém esse método exige um procedimento 

complexo para sua utilização. Na rotina clínica, o método mais utilizado para medir o RFG é 

o clearance de creatinina(CURRIE; DELLES, 2014a). 

Outra maneira de avaliação da função renal consiste na mensuração da excreção de 

proteína na urina, que serve como indicador de lesão glomerular (CURRIEet al., 2014b). 

Danos a nível glomerular aumentam a permeabilidade renal para proteínas plasmáticas, 

resultando em maior excreção de proteínas na urina. A proteinúriatem sido utilizada não só 

como um marcador de doença renal, mas também como preditor de morbimortalidade 

cardiovascular (HILLEGEet al., 2002). Seu aumento pode ser um fator de risco independente 

de alterações do RFG (TONELLIet al., 2011). Portanto, a avaliação da doença renal envolve 

principalmente aquantificação do RFG, bem como, a quantificação de proteína excretada na 

urina. A maior importância de um ou de outro achado depende do contexto clínico 

(POLKINGHORNE, et al., 2014).  

 Um dos fatores que podem comprometer a função renal em adultos são alterações 

que acontecem ainda na nefrogênese. Em 2005, Luyckx e Brennermostraram que a redução 

do número de néfrons durante a nefrogênese, inicialmente, não prejudicaria a taxa de filtração 

glomerular. Esse efeito seria decorrente de respostas compensatórias que consistem em 

expansão da área de superfície glomerular dos néfrons (hipertrofia glomerular) e 

hiperfiltração glomerular (LUYCKX;BRENNER, 2005). Contudo, essa resposta adaptativa 

torna-se prejudicial com o tempo, porque a hiperfiltração glomerular perturba o mecanismo de 

autorregulação renal, gera hipertensão intraglomerular, ativa processos inflamatórios e 

fibróticos, e finalmente, induz lesão da barreira de filtração glomerular e proteinúria 

(HELALet al., 2012). Esses eventos induzem retenção de sódio, e consequentemente, 

hipertensão arterial. 

 Embora a nefrogênese em humanos inicie por volta da 9ª semana, 60% dos néfrons 

são formados no terceiro trimestre de gestação. A completa formação dos néfrons acontece 

por volta da 36ª semana, e estes néfrons permanecem durante toda a vida(CARMODY; 

CHARLTON, 2013).Já nos roedores, a nefrogênese continua a ocorrer após o nascimento, até 

aproximadamente 2 semanas de vida (LASAITIENEet al.,2006).  

Mesmo em indivíduos saudáveis, o número de néfrons funcionais diminui 

gradualmente ao longo do tempo, o que acarreta em diminuição gradual do RFG.Porém, 

quando a nefrogênese é comprometida, os néfrons perdem sua função mais rapidamente 
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(CARMODY;CHARLTON, 2013). Além da redução do número de néfrons, condições 

adversas durante a nefrogênese podem programar eventos moleculares tais como: mudanças 

no transporte tubular de sódio e aumento do estresse oxidativo renal (PAIXÃO; 

ALEXANDER, 2013). 

 

2.5.1. Estresse oxidativo renal 

 

 

 A disfunção renal é frequentemente associada com níveis elevados de estresse 

oxidativo (CACHOFEIROet al.,2008). Alguns fatores que induzem o aumento do estresse 

oxidativo renal são a isquemia-reperfusão (CANBEKet al., 2014) e a sepse (PINTOet al.,  

2012). Também tem sido demonstrado um aumento do estresse oxidativo renal em animais 

que foram submetidos a diferentes modelos de insultos intrauterinos, como má-nutrição 

materna (MAGALHÃESet al., 2006) e insuficiência placentária (OJEDAet al.,2007).  

 A geração de ROS no rim geralmente acontece em respostas a estímulos da 

angiotensina II (Ang II) (GORINet al.,2004) e aldosterona (MIYATAet al., 2005) sobrea 

NADPH oxidase. No rim, ROS tem papel fisiológico na regulação da hemodinâmica renal e 

na modulação da função tubular. Na regulação do fluxo sanguíneo renal, ROS podem atuar 

limitando a ação vasorrelaxante óxido nítrico (NO) (WILCOX, 2003), ou ainda, através de 

efeitos diretos, aumentando a resistência das arteríolas renais (MEYERet al., 2014).Por outro 

lado, o excesso de ROS ainda pode induzir transição epitélio-mesenquimal (EMT) 

(YOSHIKAWAet al., 2007), apoptose de células mesangiais (LODHAet al., 2002), 

hipertrofia celular (GORINet al.,2004)e aumento da reabsorção tubular de sódio (FENGet al., 

2012). 

 O estresse oxidativo ativa fatores pró-fibróticos e pró-inflamatórios, dentre eles o 

TGF-β. O TGF-β está envolvido no processo de apoptose das células mesangiais (LODHAet 

al., 2002), e também é o indutor da EMT,principal responsável pela fibrose renal 

(YOSHIKAWAet al., 2007).A EMT é caracterizada pela perda de células epiteliais e aumento 

dos miofibroblastos que induzemfibrose renal pela produção excessiva de matriz extracelular 

(IWANOet al., 2002). Essas repercussões das ROS sobre a função do tecido renal 

confirmam a hipótese de que o estresse oxidativo renal é um potente fator na indução da 

hipertensão(PAIXÃO; ALEXANDER, 2013). 
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2.6. Hipertensão, disfunção renal e programação intrauterina 

 

 

 A hipertensão arterial é uma doença crônica grave que representa a principal causa 

de morbimortalidade em todo o mundo (CHOBANIANet al.,2011). Ela tem sido associada 

com diversas complicações fatais na maioria dos sistemas do organismo (KANNEL 2000).A 

sua natureza é complexa e multifatorial,envolvendo fatores genéticos, fisiológicos e 

ambientais.Muitas alterações funcionais podem contribuir para a elevação da pressão arterial 

como: o aumento do débito cardíaco e da resistência periférica (JULIUSet al., 1971); 

diminuição da produção e/ouresponsividade de vasodilatadores (GILESet al., 2012); 

inflamação e reações imunológicas (MULLERet al., 2001);elevação do estresse oxidativo 

(PAIXÃO; ALEXANDER, 2013); ativação do sistema nervoso simpático (ZUBCEVICet al. , 

2011); ativação do SRAA (SAVOIAet al., 2011) e disfunção renal (SINGHet al., 2010).  

 O envolvimento do estresse oxidativo na hipertensão tem sido largamente 

investigado. Estudos com pacientes hipertensos e com modelos animais de hipertensão 

demonstram uma associação entre a hipertensão e o excesso de ROS no ambiente vascular 

(TOUYZ 2004), assim como, uma diminuição da defesa antioxidante (BRIONES; TOUYZ, 

2010).  Terapias antioxidantes tem sido eficazes na normatização da pressão arterial 

(HAMZA; DYCK , 2014). 

A função renal e a pressão arterial estão claramente correlacionadas, tanto em 

condições fisiológicas, quanto patológicas. Cerca de 80% dos pacientes com doença renal 

crônica desenvolvem hipertensão (SANTOSet al., 2012), bem como, a hipertensão é o maior 

fator de risco para a progressão da doença renal (PALM;NORDQUIST, 2011).  O risco de 

desenvolvimento de doença renal crônica também tem sido correlacionada como baixo peso 

ao nascimento (KAZANCIOĞLUet al., 2013). Diferentes modelos de perturbação 

intrauterina, como a diabetes materna, a obesidade materna e a exposição fetal a drogas 

podem alterar a nefrogênese e prejudicar a função renal em longo prazo(HSU et al., 2014; 

YAN et al., 2014; ZAFFANELLOet al., 2010). A disfunção renal, por sua vez, vai aumentar 

os riscos de desenvolvimento de diversas doenças cardiovasculares. 

 Múltiplas alterações renais podem contribuir para o desenvolvimento e 

estabelecimento da hipertensão arterial, dentre elas podemos chamar atenção para diminuição 

do RFG, aumento da reabsorção tubular de sódio e aumento do estresse oxidativo tissular. 

http://circ.ahajournals.org/search?author1=STEVO+JULIUS&sortspec=date&submit=Submit
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Todas essas alterações renais podem ser programadas durante o desenvolvimento fetal em 

condições adversas (PAIXÃO; ALEXANDER, 2013), e assim, fazerem parte da etiologia da 

hipertensão induzida no ambiente intrauterino. Por exemplo, a diminuição do RFG 

proveniente de alterações no SRA (CROWLEY; COFFMAN, 2012); o aumento da 

reabsorção tubular de sódio proveniente de uma maior ativação das bombas de sódio 

(Na
+
+K

+
)-ATPase e Na

+
-ATPase na membrana apical (VIEIRA-FILHOet al.,2009); e a 

elevação do estresse oxidativo renal (BIet al.,2014) são eventos que podem ser programados 

intrauterinamente. Terapias antioxidantes também têm sido eficazes na normatização da 

pressão arterial através de recuperação da disfunção renal provocada por ROS (HAMZA; 

DYCK, 2014). 

Tendo em vista que o estresse oxidativo desempenha um papel fundamental na 

programaçãointrauterina de doenças cardiorrenais, agentes antioxidantes, como a vitamina E, 

podem ser fundamentais na prevenção de alterações renais e hipertensão programadas durante 

o desenvolvimento fetal.  

 

2.7. Vitamina E 

 

 

 A vitamina E é uma vitamina lipossolúvel e é considerada como elemento 

nutricional essencial. Ela é, provavelmente, o mais antigo antioxidante conhecido.A 

vitaminaE é encontradaem muitos alimentos, e suas principais fontessão: soja, amendoim, 

algodão, girassol,ervilhas, grão de bico, lentilhas,trigo, aveia, arroz integral,manteiga eovo 

(RODRIGUES, 1997). 

 O termo vitamina E não representa um único composto, ele engloba oito 

substâncias diferentes, as quais pertencem a dois grupos de compostos lipossolúveis. O 

primeiro grupo é derivado do tocol e apresenta uma cadeia lateral saturada contendo 16 

átomos de carbono. Esse grupo inclui o α-tocoferol, β-tocoferol, γ-tocoferol e o δ-tocoferol. O 

segundo grupo de substâncias com atividade biológica são derivadas do 

tocotrienolapresentando uma cadeia lateral insaturada contendo 16 átomos de carbono,e inclui 

o α-tocotrienol, o β-tocotrienol, o γ-tocotrienol e o δ-tocotrienol(WANKENNE, 2014). De 

todos esses compostos, o α-tocoferol é o que possui a maior atividade biológica (SINGHet al., 

2005) e é o mais encontrado no organismo (WANG; QUINN, 1999). 

Além da função antioxidante, a vitamina E também exerce outras funções no 

organismo. Por exemplo, ela atua na sinalização celular relacionada a proteína kinase C 
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(PKC) (COOK-MILLS, 2013): o α-tocoferol inibe a proliferação de células musculares lisas 

diminuindo a atividade da PKC. A vitamina E também atua na infertilidade, prevenindo a 

perda de espermatozoides em homens e a incapacidade de retenção do zigoto em mulheres 

(BRIGELIUS-FLOHE; TRABER,1999). Adicionalmente, essa vitamina possui função na 

estabilização das estruturas de membranas (WANG; QUINN, 1999), através da formação de 

complexos com moléculas desestabilizantes, como lisofosfatidil colina e ácido palmítico, na 

estrutura da membrana plasmática, o que garante a manutenção das características anfipáticas 

e prevenção de lesões na membrana. Outras ações da vitamina E incluem: regulação da 

atividade de proteínas que contêm o grupamento heme (NAIR, 1972); ação moduladora da 

resposta imunológica (WANG; QUINN,1999); proteção de proteínas que contêm selênio 

(CAYGILLet al., 1971); e participação na cadeia transportadora de elétrons 

(NASON;LEHMAN, 1956). 

A ação antioxidante da vitamina E se baseia no sequestro de superóxidos (LIEBLERet 

al., 1993) de forma rápida e não enzimática, bem como, na diminuiçãoda expressão da 

NADPH oxidase e aumento da atividade da enzima superóxido dismutase (CHENet al.,  

2001).  

No processo inflamatório, o α-tocoferol regula os níveis de ROS e a PKC, que 

participam da transdução de sinais responsáveis pela ativação de moléculas de adesão celular 

vascular 1(VCAM-1), uma das moléculas de adesão responsáveis pelo recrutamento de 

leucócitos(COOK-MILLS, 2013). Além disso, o α-tocoferol, através da sua ação antioxidante, 

impede que altos níveis de superóxidos, gerados por granulócitos e monócitos, causem danos 

teciduais (COOK-MILLS; MCCARY, 2010).  

Em relação a programação intrauterina, já foi visto que a suplementação com vitamina 

E durante a gestação produziu efeitos benéficos sobreangiogênese placentária 

(KASIMANICKAMet al., 2012). Dados do nosso laboratório mostraram que tratamento 

materno com α-tocoferol, em fêmeas submetidas desnutrição intrauterina durante a gestação, 

previne a elevação do estresse oxidativo placentário (VIEIRA-FILHOet al., 2011a,b) e 

reprograma alterações renais e hipertensão arterial na vida adulta  programadas pelo estresse 

oxidativo materno (VIEIRA-FILHOet al., 2014). 

 Com base nas evidências supramencionadas, processos inflamatórios que ocorram 

durante o período gestacional podem perturbar a função placentária, promover retardo do 

desenvolvimento fetal e programar hipertensão na vida adulta. A elevação do estresse 

oxidativo pode estar envolvido tanto no mecanismo do retardo do desenvolvimento do feto 

como no desenvolvimento da doença crônica na vida adulta e pode depender de alterações na 
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produção de espécies reativas do oxigênio dependente da NADPH oxidase. Além disso, é 

provável que um tratamento antioxidante sirva como abordagem preventiva dessas alterações. 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Geral 

 

 

Investigar, em ratos,se processos inflamatórios durante a gestação promovem retardo 

do desenvolvimento fetal e programam hipertensão na prole adulta, bem como, se a elevação 

do estresse oxidativo na placenta e no rim adulto está envolvido nessas alterações. Além 

disso, investigar se a administração materna de α-tocoferol é capaz de prevenir as alterações 

induzidas/programadaspela inflamação. 

 

3.2. Específicos 

 

 

a) Avaliar se a administração de LPS, em ratas prenhes, induz retardo do 

desenvolvimento fetal, através de avaliações ponderais. 

b) Avaliarse a administração de LPS,em ratas prenhes, eleva o estresse oxidativo na 

placenta, no fígado materno e no fígado do feto. 

c) Avaliar se a administração de LPS, em ratas prenhes, induz elevação dos níveis 

pressóricos nos descendentes machos adultos. 

d) Avaliarse a administração de LPS, em ratas prenhes, induz elevação do estresse 

oxidativorenal nos descendentes machos adultos. 

e) Avaliar, em ratos, seo tratamento materno com α-tocoferol previne os efeitos da 

administração materna de LPS sobre o desenvolvimento fetal, bem como, sobre as 

alterações do estresse oxidativo renal e níveis pressóricos induzidas nos descendentes 

machos adultos. 
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Abstract 

OBJECTIVES: This study investigated whether maternal exposure to lipopolysaccharide 

increases markers of oxidative stress in placenta and in the fetal liver. Furthermore, the study 

investigated markers of oxidative stress in the kidney of adult offspring and whether α-

tocopherol administered in parallel with lipopolysaccharide prevents programmed 

hypertension. STUDY DESIGN: Wistar female rats were treated with saline or 

lipopolysaccharideobtained fromE.coli, on days 13, 15, 17 and 19 of gestation. At the same 

time, a subset of dam groups were treated daily with -tocopherol from the 13
th

 day of 

gestation. On gestation day 20, part of the dams from each group was euthanized to obtain 

placenta and fetal liver. The male offspring had systolic blood pressure measured from age 60 

to 150 days. RESULTS: Lipopolysaccharide led to elevated levels of malondialdehyde in 

maternal liver, placenta, fetal liver and kidney of adult rat offspring. Adult offspring showed 

higher levels of NADPH-oxidase 2 (gp91phox) in the kidney and higher levels of systolic 

blood pressure. -tocopherol reduced levels of p47
phox

 in the placenta and reduced superoxide 

anions in the adult kidney, as well as preventing the increment of systolic blood pressure. 

CONCLUSIONS: Maternal exposure to an inflammatory agent, such as lipopolysaccharide, 

leads to increased oxidative stress in the kidney and hypertension in the adult offspring, 

perhaps triggered by increased oxidative stress in the placenta. Thus, early administered -

tocopherol may have a long-term antihypertensive effect. 

 

Key words: α-tocopherol, fetal development, hypertension, kidney, maternal inflammation, 

placental oxidative stress. 

Condensed sentence: Maternal inflammation programs, renal oxidative stress and 

hypertension. 
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INTRODUCTION 

Maternal inflammation during the perinatal period may program late diseases in the offspring. 

Experimental evidence points hypertension as one of the chronic diseases programmed by 

maternal inflammation.
1,2

In addition, clinical reports point to neurological diseases.
3
 

Lipopolysaccharide (LPS), an endotoxin derived from the cell wall of Gram-negative 

bacteria, has proven to be particularly useful in the production of experimental maternal 

inflammation during pregnancy.
1,4,5,6

Although there is controversy regarding its ability to 

cross placenta,
7,8

 there are some reports showing LPS ability to induce production of 

inflammatory interleukins that are present in maternal serum,
7,9

 in placenta
7,9 

and in the fetal 

serum
7,10

 or in fetal brain.
11

 

Besides an increment in inflammatory interleukins, such as tumor necrosis factor-α 

(TNF-α), the subcellular signaling that is triggered by LPS via toll like receptor 4 (TLR4) 

includes the activation of endothelial and placental NADPH oxidase (NOX)2, also known as 

gp91phox, to produce superoxide anions.
12 

NOX2 activation and TNF-α production share 

common subcellular signaling, such as Rac1. In addition, superoxide dependent Rac1 is a 

common downstream to the production of vascular endothelial growth factor (VEGF) which 

may promote placental angiogenesis.
13

 

Although it is known that LPS increases lipid peroxidation in serum of pregnant rats,
14

 

it is not known whether the placenta is able to prevent the increment in oxidative stress to 

safeguard fetal development. Increased placental lipid peroxidation seems paralleled by a 

similar profile in the kidneys from offspring, at least up to the start of adulthood. 
15,16,17

 

Increased oxidative stress in the fetal offspring has been correlated with delayed renal 

development
18 

and augmentation of positive cells to angiotensin II in the kidneys at 

adulthood.
19 

In line with a possible role of placental oxidative stress in maternal 

inflammation-induced hypertension, there is one report showing that the kidneys from 
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offspring exhibit a reduced number of nephrons and increased number of positive cells to 

AngII.
20

 

The aim of the present study was first to investigate whether LPS: (i) increases lipid 

peroxidation and markers of angiogenesis in placenta; and (ii) increases lipid peroxidation in 

fetal liver. Secondly, the study investigated whether reducing placental lipid peroxidation by 

α-tocopherol could prevent offspring hypertension and its underlying renal function 

alterations. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Ethical considerations 

The protocols and procedures for this study were approved by the Committee for 

Experimental and Animal Ethics at the Federal University of Pernambuco 

n23076.015422/2012-43. 

 

Materials 

LipopolysaccharidesfromEscherichia coli 0111:B4, α-tocopherol, 1,1,3,3-tetraethoxy-

propane, l-cysteine,trypsin type II-S inhibitor, phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF), 

sodium duodecilsulphate (SDS), anti-NOX2 antibody, bovine serum albumin (BSA), Tris, 

Ponceau Red, Folin&Ciocalteu’s phenol reagent, lucigenin, thiobarbituric acid, β-

nicotinamide adenine dinucleotide 2′-phosphate reduced tetrasodium salt hydrate (NADPH), 

5,5′-dithiobis(2-nitrobenzoic acid), ethylene glycol-bis (2-aminoethylether) N,N,N′,N′-

tetraacetic acid (EGTA), acrylamide, N,N′-Methylenebis(acrylamide), N,N,N′,N′-

tetramethylethylenediamine, ammonium persulfate and glycine were purchased from Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, USA). Commercial kits for creatinine measurement were from 

Labtest (Lagoa Santa, MG, Brazil) and sodium pentobarbital was purchased from 
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Cristália(ProdutosQuímicosFarmacêuticos, Itapira, SP, Brazil). Trichloroacetic acid (TCA), 

sucrose, EDTA, sodium chloride and potassium chloride were purchased from Vetec (Rio de 

Janeiro, RJ, Brazil). Nitrocellulose blotting membrane, Horseradish peroxidase-conjugated 

anti-rabbit or anti-mouse IgG antibody and ECL Prime Western blotting system were 

purchased from GE Healthcare (Buckinghamshire, UK). Anti-VEGF, anti-VEGF receptor 

fms-like tyrosine kinase-1(flt-1), and anti-p47
phox

 antibodies were obtained from Santa-Cruz 

Biotechnologies (Dallas, TX, USA). All other reagents were of the highest purity available.   

 

Animals 

Female Wistar rats, aged 90 days and weighing 200–250g, were considered pregnant by the 

presence of spermatozoids in the vaginal smear. They were housed in individual cages at 

21C, under a 12h light-12h dark cycle, with free access to water and standard chow, and 

randomly assigned to the experimental groups. Physiological 0.9% NaClsolution (1 mL/kg) or 

LPS (0.5 mg/kg) were intraperitoneally administered at days 13, 15, 17 and 19 of pregnancy 

to control dams (C, n=20) and LPS dams (L, n=18), respectively. From the 13
th

 to the 20
th

 

pregnancy day corn oil, α-tocopherol vehicle (V, 1 mL/kg, p.o), was administered by gavage 

to part of each group, while α-tocopherol (T, 350 mg/kg, p.o) was administered to the other 

part. Thus, four groups of mothers were constituted: CV (n=11), LV (n=10), CT (n=9) and LT 

(n=8). On the 20
th

 pregnancy day, mothers of each group (CV, n=6; LV, n=5; CT, n=5; LT, 

n=4) had the pregnancy interrupted to harvest the placentas and the livers of fetuses, while the 

remaining dams (CV, n=5; LV, n=5; CT, n=4; LT, n=4) had pregnancy at term to evaluate the 

adult offspring.  

 To end the pregnancy at day 20, dams were anesthetized with sodium pentobarbital 

(60 mg/kg), intraperitoneally administered. The labyrinth and trophospongium from placentas 

corresponding to male fetuses were harvested and weighed. Immediately, the placental tissue 
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was adequately prepared to evaluate protein expression of NADPH oxidase subunits or to 

measure lipid peroxidation. Maternal hepatic tissue was evaluated in terms of lipid 

peroxidation to match with placenta, while fetal hepatic tissue had this parameter evaluated to 

match with placental tissue. Lipid peroxidation and NADPH oxidase subunits expression 

were evaluated in pools prepared from two placentas/fetal livers, and one or two pools were 

obtained from each mother. 

 Offspring born from mothers whose pregnancy was completed were culled to 8 

pups at birth. They were weaned at age of 21 days and maintained from then in collective 

cages containing four rats with free access to standard diet and tap water until the age of 150 

days.  CV (n=15), LV (n=13), CT (n=11) and LT (n=10) had tail-cuff systolic blood pressure 

(SBP), diet and water intake, creatinine clearance and proteinuria measured at 60, 90, 120 and 

150 days of age. At age of 150 days, lipid peroxidation in the kidney and liver, and expression 

of NOX2 in the kidney cortex were additionally evaluated.  

 

Lipid peroxidation and levels of reduced glutathione in maternal and offspring tissues 

Lipid peroxidation and reduced glutathione (GSH) were assessed in placenta, maternal 

liver and fetal liver, as well as in the liver and kidney of adult rats. Lipid peroxidation was 

measured as the level of malondialdehyde (MDA), according to previous reports
21 

with some 

modifications. Tissues were homogenized in 150 mMKCl, 1g tissue:5 mL solution. For the 

standard curve, 1,1,3,3-tetraethoxy-propane was used. Levels of GSH were assessed as non-

protein sulfhydryl groups according to Sedlak J, Lindsay RH; 1968.
22

 L-cysteine was used for 

the standard curve. Both the MDA and GSH results were corrected for protein concentration. 

The assays were performed in duplicate. 
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Immunodetection of NADPH oxidase subunits and angiogenic factors 

Labyrinth and trophospongium isolated from placentas, as well as adult renal tissue were 

homogenized into ice bath, using a tissue grinder, coupled to a rotor IKA RW20, at 1,200 rpm 

for 2 min. The solution was phosphate buffer saline (PBS), pH 7.4, supplemented with 0.15 

mg/mL trypsin type II-S inhibitor and 1 mM PMSF. Samples of tissue homogenate containing 

80 µg of protein were submitted to separation in polyacrylamide gel (PAGE) columns 

containing SDS. Then, they were transferred to nitrocellulose membranes at 350 mA. Non-

specific binding was prevented by incubating the membranes in 5% BSA or in 5% non-fat dry 

milk, diluted in Tris buffered saline solution containing 0.1% Tween 20 (TBS-T), at room 

temperature for 1 hour. VEGF was immunodetected with antibody C-1, a mouse monoclonal 

antibody raised against aminoacids 1-140 of VEGF of human origin (1:5,000 dilution). Flt-1 

was immunodetected with antibody C-17, a polyclonal antibody raised against a peptide 

mapping at the C-terminus of human flt-1 (1:5,000 dilution). The NOX2 protein expression 

was immunodetected using anti-NOX2 antibody (1:5,000 dilution), a rabbit polyclonal 

antibody raised against amino acids 150-166 of human NOX2, while p47
phox 

expression was 

assessed by p47
phox

 (H-195) antibody (1:5,000 dilution),  a rabbit polyclonal antibody raised 

against amino acids 196-390 of p47
phox

 of human origin. The membranes were probed 

overnight at 4°C for VEGF, gp91
phox

 and p47
phox

, and 1 h for flt-1, with gentle stirring. The 

membranes were washed three times with TBS-T and exposed for 1h to peroxidase-

conjugated secondary antibody (1:10,000 dilution) at room temperature, washed and 

visualized using ECL. Densitometric analyses were performed using Scion Image for 

Windows (version Alpha 4.0.3.2, Scion Corporation) and normalized according to the protein 

load, visualized at Ponceau Red staining. 
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Evaluation of systolic blood pressure and some renal functional parameters 

Systolic blood pressure (SBP) was measured by tail-cuff pletysmography (IITC Life Science 

B60-7/16’’, Life Science Instruments, Woodland Wills, CA) in conscious rats at ages of 60, 

90, 120 and 150 days. The animals were acclimated to the experimental conditions to obtain 

tail-cuff SBP for three consecutive days. To obtain an average measurement, the procedure in 

each rat was repeated for three or five times. Diet and water intake, creatinine clearance and 

24-h proteinuria (UProt) were also evaluated at each of the ages in which SBP was obtained. 

Metabolic cages (TecniplastGazzadaSarl, Buguggiate, Italy) were used to collect 24-h urine 

samples to measure proteinuria and creatinine. Blood samples were obtained from the caudal 

artery for creatinine measurements. 

 

Superoxide anions production and NADPH oxidase activity 

Superoxide anions (O2
-
) from the renal cortex of 150–day-old rats were measured according 

to a previous report.
23

 Tissues were homogenized into RIPA buffer (50mM Tris, 150mM 

NaCl, 1mM EDTA, 1% triton X-100,1% deoxycholate, 1% SDS, supplemented with a 

protease inhibitor cocktail) in a ratio of 1 g tissue to 7 mL of volume. The homogenate was 

centrifuged (NT805, Novatecnica, Piracicaba, SP) at 12,000 ×g, 4°C for 12 min. The 

supernatant was diluted in saline phosphate buffer (PBS, pH 7.4), in a ratio of 1 mL:10mL.  

The solution was heated to 37ºC and after adding 10 μM of lucigenin, chemiluminescence 

was measured for 10 min (Varioskan Flash, Thermo Scientific, Vantaa, Finland). 

Chemiluminescence was measured in the absence and presence of 100μM NADPH. The 

assays were performed in triplicate. 
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Analytical Methods 

Protein in tissue samples and in urine was measured by Folin phenol reagent.
24 

Serum 

creatinine was determined using a commercial kit. 

 

Statistical Analyses 

Statistical differences among the four experimental groups were assessed by two-way 

ANOVA followed by Bonferroni test. The protein expression data of the experimental groups 

was compared to the CV group using one sample t test. These analyses were performed using 

GraphPad Prism 5 (Version 5.01, GraphPad Software, Inc.). The means were considered 

different when P< 0.05. 

 

RESULTS 

Markers of oxidative stress and angiogenesis during fetal development  

The levels of MDA were higher in maternal liver, placenta and fetal liver of animals treated 

with LPS (see group LV Figure 1, A), while groups CT and LT showed the same levels of 

MDA as the CV group. In contrast, the levels of GSH were lower in the liver and placenta of 

dams treated with LPS (see group LV, Figure 1, B). Surprisingly, α-tocopherol diminished 

GSH in the maternal liver of the control group (see CT vs. CV group) and was not able to 

increase GSH in the liver of the LPS treated group (see LT vs. LV group). In placenta, GSH 

was the same for the CT and CV groups, as well as for the LT and LV groups. None of the 

treatments were able to change GSH in the fetal liver. 

Placental protein levels of VEGF and one of its receptors, the flt-1, increased in the 

LV and LT groups compared to CV, while in CT these angiogenic factors were unaltered 

(Figures 1, C and D). 
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The placental expression of NOX2 was unaltered in all studied groups (Figure 1, E). 

However, expression of p47
phox

, one cytosolic subunit of NADPH oxidase, decreased in the 

placenta of the LV, CT and LT groups compared to the CV group. P47
phox

 expression in LT 

was lower than in the LV group (Figure 1, F). 

 

Maternal outcome 

Maternal weight gain during pregnancy was not affected by LPS administration (Table 1). On 

the other hand, while α-tocopherol lowered maternal weight gain in the control group 

(compare CT vs. CV, Table 1), it increased weight gain in LPS dams (compare LT vs. LV, 

Table 1). Moreover, LV and LT groups presented higher food intake during gestation than CV 

and CT, respectively. Albeit α-tocopherol had affected maternal weight gain, this treatment 

did not change maternal food intake during gestation.   

At gestation day 20, placental weight was similar between the CV and LV groups. 

While α-tocopherol treatment diminished placental weight in the LPS group (LT), it did not 

affect control rats (compare CT vs. CV group). Fetal body and kidney weights were lower in 

LV compared to the CV group, however, the renal weight index was similar among all 

groups. At birth, LV rats still presented lower body weight than the CV group, while α-

tocopherol treatment recovered the body weight of the LT group to the levels of the CV 

group. At weaning, body weight was similar among all groups. 

 

Adult offspring general data 

Body weight gain from age of 60 to 150 days, evaluated every 30 days, is presented in Table 

2. At 60 days of age, body weight was similar among all experimental groups. However, from 

90 days of age onward, a lower body weight was observed in LT compared to LV rats. At age 

of 150 days, kidney weight was also lower in LT compared to the LV group. However, the 
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renal weight index was similar among all groups. No differences were observed from the 

dietary and water intake from experimental groups. Thus, only data regarding the CV group is 

presented. Dietary intake for the CV group evaluated at age of 30, 60, 90, 120 and 150 was 

17.5 ± 0.4, 10.3 ± 0.4, 8.0 ± 0.3, 7.0 ± 0.3 and 7.4 ± 0.2 g/100 g per 24 h, respectively, while 

water intake was 36.9 ± ± 5.4, 19.6 ± 2.8, 13.2 ± 0.5, 11.2 ± 0.4, and 12.3 ± 0.6 mL/100 g per 

24 h.  

  

Markers of oxidative stress in the kidney/liver and renal function in adult offspring 

 When compared to the CV group, MDA levels increased in the kidney of the adult 

LV group, but not in the liver (Figure 2, A). Prenatal treatment with α-tocopherol did 

notprevent MDA increment(compare LT vs. LV groups, Figure 2, A). Similarly, prenatal 

treatment with α-tocopherol did not change MDA levels neither in the kidney nor in the liver 

of control rats (compare CT vs. CV group, Figure 2, A). Basal levels of superoxide anions in 

the kidney were unaltered in the LV and CT groups, but they were undetectable in the LT 

group (Figure 2, B). After NADPH stimulation, superoxide anions were higher in the LV than 

in the CV group, but similar between LT and LV groups. Expression of NOX2 in the kidney 

increased in the LV compared to the CV group (Figure 2, C). LT and LV groups showed the 

same levels of NOX2 expression. The levels of GSH were the same for all groups in kidney 

and liver (Figure 2, D).  

 24-hour proteinuria and creatinine clearance, evaluated from age of 60 to 150 days 

every 30 days, were similar among groups (Table 2). 

  

Offspring blood pressure along growth and at adulthood 

SBP was similar among all groups at ages of 60 and 90 days. At 120 and 150 days, SBP was 

higher in the LV than in the CV group and lower in the LT than in the LV group (Figure 3). 
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COMMENT 

Increased LPS-induced MDA in maternal liver was observed in placenta, and in the fetal liver 

and the kidney of adult offspring. Albeit the parallel supplementation with α-tocopherol had 

prevented the increasein MDA levels in the triplet maternal liver-placenta-fetal liver, it was 

not able to prevent MDA increment in the kidney of adult rats (Figure 2, A). However, the 

clue of prenatal treatment with α-tocopherol was seen through the lower levels of p47
phox 

in 

the placenta (Figure 1, F) and the undetectable levels of basal superoxide anions in the kidney 

of adult offspring  treated with LPS, group LT (Figure 2, B). These findings point to the role 

of renal NADPH oxidase in maternal LPS-induced hypertension, as well as the long-term 

antihypertensive role of an early preventive treatment for programmed hypertension. 

 Increased levels of MDA in maternal and fetal liver corroborate with other reports 

showing that maternal inflammation is somehow transferred to offspring. LPS-induced 

cytokines produced in the downstream of TLR4 represent one pathway for the transfering of 

maternal inflammation to the fetus.
4,5,6 

There was a straight relationship between placental 

MDA levels and expression of VEGF, and its type 1 receptor, the flt-1. The antibodies 

employed for VEGF and flt-1 assessed their cell bound isoforms. VEGF isoforms assessed 

were 188 and 165, which present domains to bind heparan sulfate proteoglycans in the 

extracellular matrix,
25

 while the antibody for flt-1 assessed the C terminus cytoplasmic 

region.
26 

The soluble form of flt-1, the sflt-1, is known for its role in reducing the 

physiological action of VEGF, normally in preeclampsia.
27

 On the other hand, flt-1 is 

accountable for VEGF and placental growth factor physiological effects.
26 

LPS subcellular 

signal includes Rac1 activation, a required NADPH oxidase subunit that is also necessary for 

the VEGF effect.
13  

It has been shown that increased reactive oxygen species in endothelial cells increase 

the expression of VEGF and its type 2 receptor.
28 

Increased levels of flt-1 induced by LPS 
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and/or increased lipid peroxidation is in line with findings showing abundant amounts of flt-1 

transcripts in the spongiotrophoblast cells from the 8
th

 pregnancy day onwards.
29 

α-

Tocopherol ineffectiveness to reduce VEGF and the flt-1 expressions that were increased by 

LPS, might be due to the dichotomy of subcellular signaling. α-Tocopherol acts through 

p47
phox30

 whereas LPS acts through Rac.
13

 

Increasing anti-oxidant defense attenuates the presence of LPS-induced inflammatory 

cytokines in maternal circulation and amniotic fluid.
9,14

As expected from the anti-oxidant 

action of α-tocopherol, reduction in lipid peroxidation in maternal tissues occurred without 

any increment in GSH, which was reduced by the LPS effect (Figure 1, B). Furthermore, α-

tocopherol led to a significant reduction in the expression of p47
phox 

in the group treated with 

LPS. This finding was surprising, since it is known that α-tocopherol inhibits superoxide 

production in monocytes by impairing the assembly of p47
phox

 to the NOX2 membrane 

subunit, by inhibition of its phosphorylation as a result of PKC decreased activity.
30 

The 

striking reduction in the placental p47
phox

 subunit,  had repercussion on the basal levels of 

superoxide anions in the adult kidney. 

Increased markers of oxidative stress in the kidney of adult rats had a fundamental role 

on the elevation of SBP, seen at ages of 120 and 150 days (Figure 2, A, B, C). Some 

mechanisms are due to superoxide anions increasing blood pressure. Elevated levels of 

superoxide anions in the renal medulla reduce medullary blood flow and increase sodium 

reabsorption that may sustain hypertension.
31,32

 Moreover, superoxide anions reduce local 

nitric oxide levels
33

 that can increase sodium reabsorption in the ascending limb of Henle.
34 

There was no synchrony between the effect of α-tocopherol on MDA levels (Figure 2, A) and 

basal levels superoxide production (Figure 2, B) in the adult kidney. The levels of basal 

superoxide were undetectable in LT, while MDA levels were not significantly reduced in the 

same group. The mismatch between these two markers of oxidative stress might be due to the 
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short half-life of superoxide anions and the longer half-life of MDA.
35 

However, SBP was 

lower in LT than in the LV group. Similarly, perinatal inhibition of NF-kB has long-term 

antihypertensive effects on spontaneously hypertensive rats.
36 

NF-kB is one of the 

transcription factors triggered by reactive oxygen species.
37

 In conjunction, these findings 

show the importance of superoxide anions to mediate maternal inflammation-induced 

hypertension. 

In summary, maternal exposure to an inflammatory agent, such as lipopolysaccharide, 

leads to increased oxidative stress in the kidney and hypertension in the adult offspring, which 

may be partially triggered by increased oxidative stress in placenta. Thus, early administered 

-tocopherol can have a long-term antihypertensive effect. 
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TABLE 1 

General maternal and offspring data 

 CV LV CT LT 

Maternal weightgain, g 103 ± 4
a
 94 ± 3

a
 83 ± 2

b
 110 ± 1

c
 

Maternal food intake, g/day 17.7 ± 0.8
a
 21.7 ± 0.5

b
 18.7 ± 0.5

a
 22.3 ± 1.4

b
 

Placental weight, g 0.63 ± 0.02
a
 0.64 ± 0.02

a
 0.65 ± 0.02

a
 0.56 ± 0.02

b
 

Fetal body weight, g 4.4 ± 0.1
a
 3.7 ± 0.2

b
 4.0 ± 0.1

a
 4.1 ± 0.1

ab
 

Fetal renal weight, mg 39 ± 1
a
 34 ± 2

b
 36 ± 1

a
 35 ± 1

ab
 

Fetal renal weight index, % 0.87 ± 0.02
 a
 0.93 ± 0.04

 a
 0.91 ± 0.03

 a
 0.87 ± 0.02

 a
 

Body weight at birth, g 6.68 ± 0.16
a
 6.22 ± 0.09

b
 6.63 ± 0.13

a
 6.70 ± 0.05

a
 

Body weight at weaning, g 56 ± 1
 a
 53 ± 3

 a
 58 ± 2

 a
 50 ± 3

 a
 

Results are presented as mean ± SEM. CV are control dams and fetuses treated withα-

tocopherol vehicle; LV are dams and fetuses treated with LPS and α-tocopherol 

vehicle; CT are control dams and fetuses treated with α-tocopherol; LT are dams and 

fetuses treated with LPS and α-tocopherol. Means not sharing the same letters are 

different. P < 0.05, two-way ANOVA followed by Bonferroni test. 
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TABLE 2 

Offspring body weight and renal function during development 

 CV LV CT LT 

60 daysof age     

Body weight, g 241 ± 5
 a
 253 ± 4

 a
 257 ± 4

 a
 235 ± 11

 a
 

Creatinine clearance, mL/100 g per 

minute 

0.51 ± 0.02
 a
 0.56 ± 0.03

 a
 0.56 ± 0.05

 a
 0.54 ± 0.05

 a
 

Proteinuria, mg/100 g per 24 h 35 ± 4
 a
 32 ± 3

 a
 41 ± 5

 a
 34 ± 5

 a
 

90 daysof age     

Body weight, g 333 ± 8
a
 334 ± 9

a
 335 ± 7

a
 293 ± 10

b
 

Creatinine clearance, mL/100 g per 24 h 0.48 ± 0.04
 a
 0.47 ± 0.05

 a
 0.47 ± 0.07

 a
 0.47 ± 0.07

 a
 

Proteinuria, mg/100 g per 24 h 31 ± 2
 a
 33 ± 3

 a
 29 ± 3

 a
 25 ± 3

 a
 

120 daysof age     

Body weight, g 397 ± 6
a
 387 ± 13

a
 380 ± 12

a
 343 ± 7

b
 

Creatinine clearance, mL/100 g per 24 h 0.37 ± 0.05
 a
 0.37 ± 0.02

 a
 0.40 ± 0.02

 a
 0.35 ± 0.04

 a
 

Proteinuria, mg/100 g per 24 h 21 ± 2
 a
 21 ± 2

 a
 21 ± 2

 a
 18 ± 1

 a
 

150 daysof age     

Body weight, g 412 ± 9
a
 400 ± 14

a
 382 ± 2

ab
 360 ± 10

b
 

Creatinine clearance, mL/100 g per 24 h 0.39 ± 0.02
 a
 0.38 ± 0.02

 a
 0.43 ± 0.04

 a
 0.41 ± 0.03

 a
 

Proteinuria, mg/100 g per 24 h 22 ± 2
 a
 20 ± 1

 a
 21 ± 1

 a
 23 ± 2

 a
 

Kidney weight, g 1.40 ± 0.05
a
 1.43 ± 0.08

a
 1.28 ± 0.04

ab
 1.19 ± 0.03

b
 

Kidney weight index, % 0.34 ± 0.01
 a
 0.35 ± 0.01

 a
 0.34 ± 0.01

 a
 0.33 ± 0.01

a
 

Results are presented as mean ± SEM. CV are control rats in development treated with α-

tocopherol vehicle during in utero life; LV are rats in development that were treated with 

LPS and α-tocopherol vehicle during in utero life; CT are control rats in development 

treated with α-tocopherol during in utero life; LT are rats in development that were 

treated with LPS and α-tocopherol during in utero life. Means not sharing the same letters 

are different. P < 0.05, two-way ANOVA followed by Bonferroni test. 
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Figure captions 

FIGURE 1 

Markers of oxidative stress and angiogenesis during fetal development 

A, Malondialdehyde (MDA) levels in the triplet maternal liver-placenta-fetal liver.B, Reduced 

glutathione (GSH) in the triplet maternal liver-placenta-fetal liver. Expressions of VEGF at C 

and flt-1 at D in labyrinth and trophospongium isolated from placentas. Expressions of NOX2 

at E and p47
phox

 at F in in the same placental regions. The insets in C, D, E and F are 

representative immunodetections in a single gel. Values are mean ± SEM. MDA and GSH 

results were compared using two-way ANOVA followed by Bonferroni test. Protein 

expressions in C, D, E and F were analyzed using one sample t test to contrast the several 

groups against the the CV group. CV, control dams treated with α-tocopherol vehicle; LV, 

dams treated with LPS and α-tocopherol vehicle; CT, control dams treated with α-tocopherol; 

LT, dams treated with LPS and α-tocopherol. Means not sharing the same letters are different, 

P< 0.05. 

 

FIGURE 2 

Markers of oxidative stress in tissues of adult offspring 

A, Malondialdehyde (MDA) in kidney and liver. B, basal and NADPH-dependent superoxide 

anions in the kidney, measured by using a luminometer, expressed as relative light units 

(RLU). Basal levels of superoxide were not detected (ND) in the LT group. C, Expression of 

NOX2 in the kidney.D, Reduced glutathione (GSH) in kidney and liver. The inset in C is a 

representative immunodetection in a single gel. Values are mean ± SEM. MDA, RLU and 

GSH results were compared using two-way ANOVA followed by Bonferroni test. NOX2 

expression was analyzed using one sample t test to contrast the several groups against the CV 

group. CV, offspring of control dams treated with α-tocopherol vehicle; LV, offspring of 
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dams treated with LPS and α-tocopherol vehicle; CT, offspring of control dams treated with 

α-tocopherol; LT, offspring of dams treated with LPS and α-tocopherol. Means not sharing 

the same letters are different, P < 0.05. 

 

FIGURE 3 

Systolic blood pressure (SBP) during growth 

SBP was measured by tail-cuff plethysmography. The data are presented as mean  SEM. P< 

0.05, two-way ANOVA followed by Bonferroni test. CV, offspring of control dams treated 

with α-tocopherol vehicle; LV, offspring of dams treated with LPS and α-tocopherol vehicle; 

CT, offspring of control dams treated with α-tocopherol; LT, offspring of dams treated with 

LPS and α-tocopherol. Means not sharing the same letters are different. 
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FIGURE 1. Farias et al., 2015. 
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CONCLUSÕES 

 

A inflamação materna induziu retardo do desenvolvimento fetal, elevação da 

peroxidação lipídica no fígado materno, na placenta e no fígado fetal, bem como programou 

elevação da peroxidação lipídica renal na vida adulta. A peroxidação lipídica renal esteve 

associada com elevação da expressão proteica e da atividade da NOX2, e pode ser um dos 

mecanismos envolvidos na elevação dos níveis pressóricos induzidos pela inflamação 

materna.  

O tratamento materno com α-tocoferol preveniu o aumento do estresse oxidativo 

placentário e a elevação da pressão arterial, na vida adulta, induzidos pela inflamação 

materna. O efeito protetor do α-tocoferol parece envolver, além de seu efeito antioxidante 

direto, um efeito modulador da expressão proteica na placenta da subunidade p47
phox

 da 

NADPH oxidase. 
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ANEXO A – Carta do Comitê de Ética em Experimentação Animal 

 

 


