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RESUMO 
 
Leandro SM. São Paulo, 2006. Sobrecarga e restrição de sal na dieta 

durante a gestação em ratas Wistar: efeitos sobre o sistema renina-

angiotensina, função renal, resistência à insulina e pressão arterial. Tese 

(Doutorado). Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo. 

 
Diversos estudos epidemiológicos têm relacionado doenças na vida adulta, 

como diabetes tipo-2 e hipertensão, e ambiente inadequado durante a vida 

fetal. Fatores distintos relacionados aos hábitos alimentares, como ingestão 

de sal na dieta, podem ter impacto importante no período perinatal. 

Recentemente, demonstramos que dieta hipossódica (HO) durante a 

gestação está associada com baixo peso ao nascimento e alterações na 

vida adulta. O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da dieta HO e 

hipersódica (HR) durante gestação em ratas. Ratas Wistar foram 

alimentadas com dieta HO, dieta normossódica ou HR desde a 8ª semana e 

foram acasaladas com 12 semanas de idade. Estes animais foram 

estudados na terceira semana de gestação e um grupo adicional de ratas 

virgens foi estudado como controle para o efeito da gestação. O peso da 

placenta e o do feto e o fluxo sangüíneo uterino foram menores e a 

resistência vascular periférica foi maior no grupo HO. Maior peroxidação 

lipídica e expressão gênica do receptor AT1 na placenta foram observadas 

no grupo HR. Em conclusão, peso do feto, peso da placenta e fluxo 

sangüíneo uterino são influenciados pelo consumo de sal durante a 

gestação. 

 
 
Descritores: 1. Sódio   2. Prenhez   3. Placenta   4. Fluxo sangüíneo regional   

5. Sistema renina-angiotensina   6. Ratos Wistar 

 
 
 



SUMMARY 
 
Leandro SM. São Paulo, 2006. Dietary salt overload or restriction during 

gestation in Wistar rats: effects on the renin-angiotensin system, renal 

function, insulin resistance and blood pressure. Thesis. Faculdade de 

Medicina da Universidade de São Paulo. 

 

Many epidemiological studies have linked diseases in adulthood, such as 

type-2 diabetes and hypertension, to adverse intrauterine environment during 

fetal life. Distinct factors related to dietary habits, such as salt intake, may 

have a major impact on the perinatal period. Recently, we have demonstrated 

that low-salt diet (LSD) during pregnancy is associated with low birth weight 

and diseases during adulthood. The aim of this study was to evaluate the 

effect of LSD and high-salt diet (HSD) during pregnancy in rats. Female 

Wistar rats were fed with LSD, normal-salt diet or HSD since 8 weeks of age 

and matted with 12 weeks of age. These animals were studied at the third 

week of gestation and one additional group of virgin rats was evaluated as a 

control for the gestation effect. Placenta and fetus weight and uterine blood 

flow were lower and peripheral vascular resistance was higher in the LSD 

group. In the placenta from HSD rats, higher lipid peroxidation and AT1 

receptor mRNA were observed. In conclusion, fetal weight, placenta weight 

and uterine blood flow are influenced by the degree of salt consumption 

during pregnancy. 

 

 
Descriptors: 1. Sodium   2. Pregnancy, Animal   3. Placenta   4. Regional 

blood flow   5. Renin-angiotensin system   6. Rats, Wistar 
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1 INTRODUÇÃO 
 

Barker et al. em 1989 demonstraram, num estudo epidemiológico 

realizado na Inglaterra e no País de Gales, que homens nascidos entre 1911 

e 1930 com baixo peso apresentam maior risco de morte por doenças 

isquêmicas cardíacas na vida adulta. Da mesma forma, Osmond et al. 

(1993) analisaram registros de nascimento de homens e mulheres com 

idade acima de 40 anos e verificaram uma associação entre baixo peso ao 

nascimento e hipertensão na idade adulta. Em outro trabalho, Barker et al. 

(1990) demonstraram também que o peso da placenta acompanhado por 

baixo peso ao nascimento é preditivo de doenças na vida adulta. Este 

estudo coletou informações como condições físicas, psicológicas e 

nutricionais maternas, peso da placenta e medidas antropométricas do 

recém-nascido dos prontuários de pacientes nascidos entre 1935 e 1943, na 

cidade de Preston na Inglaterra. 

Além das doenças cardiovasculares, o baixo peso ao nascimento 

também está associado a maior probabilidade de desenvolvimento da 

síndrome plurimetabólica (hipertensão, diabetes, obesidade e dislipidemia) 

na prole na vida adulta (Barker, 1999, 2001). Tais associações foram 

descritas em populações com diferentes idades, gêneros e etnias (Fowden 

et al., 2006) e são independentes do estilo de vida e estatura na idade 

adulta. 

Estudos epidemiológicos subseqüentes (Moore et al., 1999; Persson e 

Jansson, 1992) comprovaram os achados de Barker et al. e mostraram que 

adaptações fetais a um ambiente intra-uterino inadequado (desnutrição 

materna e/ ou fetal) podem levar a doenças na vida adulta. Segundo a teoria 

de Barker (1999), o feto pode sofrer adaptações fisiológicas, 

neuroendócrinas ou metabólicas para conseguir sobreviver em um período 

intra-uterino inadequado. As adaptações, que acontecem durante o 

desenvolvimento fetal, podem levar a uma reprogramação permanente na 

proliferação e diferenciação celular durante o desenvolvimento dos tecidos e 

órgãos, resultando em doenças na vida adulta. 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Fowden+AL%22%5BAuthor%5D
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O aporte de nutrientes é um dos fatores mais importantes que regula 

o desenvolvimento e crescimento fetal. Sendo assim, a desnutrição fetal 

pode ocorrer no momento em que a demanda é maior que a oferta de 

nutrientes ao feto. Esta oferta pode estar comprometida quando a mãe é 

desnutrida ou na vigência de uma insuficiência placentária. Por outro lado, a 

demanda pode elevar-se em resposta a um crescimento fetal acelerado 

(Barker, 2001). 

Os mecanismos responsáveis pela associação do baixo peso ao 

nascimento e doenças na vida adulta ainda não são totalmente conhecidos. 

Uma das possíveis explicações para o baixo peso ao nascimento é a 

insuficiência placentária com conseqüente redução no aporte de oxigênio e 

nutrientes para o feto. Alexander (2003) demonstrou que ratas grávidas 

submetidas à diminuição da perfusão uterina, levando à insuficiência 

placentária, tiveram recém-nascidos de baixo peso que desenvolveram 

hipertensão na vida adulta. Este autor conjeturou que o baixo peso destes 

animais predispõe a doenças na vida adulta como hipertensão. Em outro 

estudo do mesmo Laboratório e no mesmo modelo experimental, Payne et 

al. (2003) observaram vasoconstrição e hipertensão nos animais na vida 

adulta. Esta disfunção endotelial observada na vida adulta é devida à 

inibição do relaxamento vascular dependente de NO observada nestes 

animais. Em modelo de baixo peso ao nascimento por desnutrição materna, 

Franco et al. (2003) também observaram disfunção endotelial em circulação 

mesentérica e incremento na pressão arterial em ratos na vida adulta que 

foram revertidos por tratamento com anti-oxidantes (vitaminas C e E). 

Diante de um quadro de desnutrição materna, um outro mecanismo 

descrito na literatura é a redução da atividade da enzima 11 beta-

hidroxiesteróide-desidrogenase (11β-HSDE) na placenta, o que resulta em 

um aporte elevado de glicocorticóides ao feto. Este evento pode ser 

responsável por alterações morfofuncionais que poderiam explicar alguns 

dos fenômenos observados na vida adulta (Edwards et al., 1993). 

Adicionalmente, alterações no metabolismo de insulina e glicose na 

vida adulta também podem ocorrer em resposta à desnutrição materna 



_________________________________________________________________________________Introdução 20

(Forsen et al., 2000). Experimentos em animais indicam que a restrição de 

crescimento fetal, devido à desnutrição protéica materna, pode estar ligada à 

deficiência na secreção de insulina devido à redução na vascularização das 

células das ilhotas pancreáticas (Snoeck et al., 1990). O estudo 

epidemiológico de Mi et al. (2000), na população de Beijing, verificou que o 

baixo peso ao nascimento está associado a maior pressão arterial, maior 

concentração plasmática de insulina, glicose e triacilgliceróis na idade 

adulta. Neste estudo, também foi verificado que a oferta de aminoácidos e 

ácidos graxos ao feto está comprometida na vigência de desnutrição 

materna. Estes estudos sugerem que desnutrição materna durante a 

gravidez e baixo peso ao nascimento estão associados à resistência à 

insulina e à reduzida tolerância à glicose na prole durante a vida adulta. 

As doenças que se manifestam na fase adulta dependem do período 

da gravidez em que ocorre a desnutrição. A desnutrição materna no final da 

gestação pode levar a uma diminuição do crescimento dos rins devido ao 

comprometimento da replicação das células renais e conseqüente 

diminuição permanente do seu número (Hinchliffe et al., 1992). Menor 

número de néfrons e a supressão do sistema renina-angiotensina do recém-

nascido, observado em diversos estudos, demonstram ser os principais 

fatores que levam à hipertensão na vida adulta em animais que 

apresentaram baixo peso ao nascimento (Mackenzie et al., 1995; Woods et 

al., 2001). Outros estudos demonstraram que a desnutrição materna causa 

retenção de sódio e água em indivíduos cujos rins têm menor número de 

glomérulos, o que resulta em maior pressão arterial (Woods e Rasch, 1998; 

Woods, 2000). 

Além da desnutrição materna, existem outros fatores nutricionais que 

podem desencadear várias desordens tanto no feto quanto na mãe. Um 

destes fatores considerados relevantes, mas pouco estudado, é a variação 

do conteúdo de sal na dieta durante a gestação. Em nosso laboratório, Silva 

et al. (2003) demonstraram que a prole adulta de ratas Wistar que 

receberam dieta hipersódica durante a gravidez e lactação apresentaram 

maior pressão arterial, menor peso corpóreo, menor sensibilidade à pressão 
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arterial ao sal, além de um aumento no conteúdo renal de angiotensina II e 

ausência de atividade moduladora de renina plasmática em resposta a 

variações no consumo de sal na dieta. Uma hipótese para explicar estes 

resultados poderia ser uma mudança na morfologia renal da prole. Esta 

mudança poderia ser desencadeada pela diminuição da angiotensina II 

materna em resposta ao aumento de sal na dieta, uma vez que a 

angiotensina II é importante na nefrogênese (Wolf, 2002). 

Em estudo posterior realizado neste laboratório, Vidonho et al. (2004) 

verificaram que a restrição de sal na dieta durante a gestação e lactação 

está associado com menor peso ao nascimento e menor sensibilidade à 

insulina da prole na vida adulta. Battista et al. (2002) também observaram 

que prole de ratas submetidas à dieta hipossódica durante a última semana 

de gestação apresentaram restrição de crescimento intra-uterino (RCIU). 

Neste último estudo, também foi demonstrada maior pressão arterial na vida 

adulta, em ambos os sexos, hipertrofia cardíaca nas fêmeas e alterações no 

sistema renina-angiotensina (SRA) e na função renal nos machos. 

A relação entre restrição de sal na dieta materna durante a gestação 

e baixo peso da prole ao nascimento poderia ser decorrente da ativação do 

sistema renina-angiotensina materno (Binder et al., 1995; Hagemann et al., 

1994). É sabido  que a angiotensina II inibe a invasão trofoblástica podendo 

comprometer a função placentária e a nutrição fetal (Xia et al., 2002) 

causando baixo peso ao nascimento. Além disso, Holcberg et al. (2001) 

mostraram que angiotensina II aumenta a liberação do fator de necrose 

tumoral-α (TNF-α) no sobrenadante de cotilédones isolados de fetos 

normais. TNF-α é uma citocina pró-inflamatória que pode contribuir para a 

constrição do leito vascular placentário e conseqüente isquemia fetal 

(Holcberg et al., 2001). Da mesma forma, a angiotensina II através do 

receptor AT1 é capaz de estimular a produção de superóxido por ativar a 

enzima NADPH oxidase. Esta produção excessiva de radicais livres pela 

placenta pode afetar a função placentária uma vez que altera a proliferação 

e diferenciação trofoblástica e a reatividade vascular contribuindo para a 

patogênese da pré-eclâmpsia e RCIU (Myatt e Cui, 2004). Portanto, estes 
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mecanismos podem ser uma explicação para o baixo peso ao nascimento no 

grupo que recebeu dieta com restrição de sal observado por Vidonho et al. 

(2004). 

Além da ativação do sistema renina-angiotensina, a dieta hipossódica 

aumenta a atividade do sistema nervoso simpático (Folkow e Ely, 1987). 

Uma conjetura é que a ativação do sistema nervoso simpático pode provocar 

alterações hemodinâmicas na circulação útero-placentária comprometendo a 

nutrição fetal. 

Um terceiro fator pelo qual a restrição de sal pode comprometer a 

nutrição fetal é uma diminuição do volume extracelular e perfusão tecidual 

incluindo o complexo útero-placentário (Roy-Clavel et al., 1999). 

Portanto, vários mecanismos podem estar envolvidos na nutrição fetal 

deficiente em decorrência da variação no consumo de sal na dieta durante a 

gestação. Em função dos resultados obtidos neste Laboratório e os estudos 

da literatura (Binder et al., 1995; Hagemann et al., 1994; Xia et al., 2002; 

Holcberg et al., 2001) é plausível considerar a importância da participação 

do SRA vinculado às alterações intra-uterinas com conseqüentes efeitos na 

prole na vida adulta na vigência de sobrecarga ou restrição de sal na dieta 

materna. 

 
Placenta 

Por muito tempo a placenta foi considerada um canal passivo que não 

fornecia informação clinicamente relevante sobre o desenvolvimento do feto. 

Entretanto, este ponto de vista não é mais sustentado pelos recentes 

estudos que mostram que a placenta pode dar indicações específicas do 

grau de comprometimento fetal (Sibley et al., 2005). 

Deve-se ressaltar que a placenta consiste dos componentes fetal e 

materno (Ishikawa et al., 2006) sendo sua principal função a nutrição do feto 

por intermédio da difusão de nutrientes e oxigênio do sangue materno para o 

sangue fetal (Poisner, 1998). Além disso, ela é responsável pela difusão de 

produtos de excreção do feto para a mãe, propicia uma interface imune entre 

a mãe e o feto e é uma fonte de muitos peptídeos e hormônios esteróides, 
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os quais exercem influência no metabolismo e desenvolvimento do feto 

(Myatt, 2006). 

Estudos recentes demonstram uma correlação entre crescimento fetal 

e peso do feto e da placenta em diferentes espécies (humanos, roedores, 

coelhos e porcos) (Sanin et al., 2001; Gilbert and Leturque, 1982; Bruce and 

Abdul, 1973; Wootton et al., 1977). Alguns autores sugerem que este 

reduzido crescimento fetal está associado com alterações na transferência 

de nutrientes através da placenta (Sibley et al., 2005). Baixo peso ao 

nascimento pode estar associado à modificação na expressão e atividade de 

transportadores de aminoácidos dependentes de sódio, como é o caso do 

sistema A (Myatt, 2006). 

Smith et al. (1997) observaram em placentas humanas que a 

apoptose pode ser um importante determinante no peso e função da 

placenta e no crescimento fetal. A maioria dos casos de restrição de 

crescimento intrauterino é atribuída a um inapropriado crescimento 

placentário (Regnault et al., 2002; Heinonen et al., 2001). Estudos 

evidenciaram um aumento de apoptose placentária que pode estar 

associado com alterações no tamanho e arquitetura interna do órgão (Sibley 

et al., 2005). Estudos realizados em ovelhas indicam que baixo peso ao 

nascimento também está relacionado à diminuição do crescimento da 

placenta (Wallace et al., 1996) por diminuição da proliferação celular 

placentária e/ ou aumento de apoptose na fase de crescimento placentário 

(Lea et al., 2005). 

Em modelo de pré-eclâmpsia e RCIU é observado aumento da 

peroxidação lipídica na placenta, o qual é considerado um marcador do 

estresse oxidativo. O estresse oxidativo ocorre quando há aumento na 

geração de ROS e/ou diminuição dos antioxidantes de defesa do organismo, 

em resposta a um estado de hipóxia. O superóxido gerado pelas 

mitocôndrias da placenta é uma das principais fontes de ROS (Gupta et al., 

2005). Assim sendo, a hipóxia e o estresse oxidativo podem alterar o 

desenvolvimento da placenta, modificando a programação fetal (Myatt, 

2006). 
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O desenvolvimento e a implantação placentária normal são 

necessários para que ocorra um desenvolvimento e crescimento normal do 

feto. O desenvolvimento do embrião humano, antes da implantação no útero, 

é caracterizado por um aumento na divisão celular e a implantação acontece 

quando o embrião atinge o estágio de blastocisto (Figura 1A). O blastocisto, 

que é o ovo em divisão celular, alcança o útero e permanece na cavidade 

uterina antes de implantar-se no endométrio, ocorrendo assim a invasão 

trofoblástica. Células trofoblásticas, que são células mononucleadas que se 

desenvolvem na superfície do blastocisto, secretam enzimas proteolíticas, 

que digerem e liquefazem as células adjacentes do endométrio uterino. O 

líquido e os nutrientes, assim liberados, são ativamente transportados pelas 

mesmas células trofoblásticas para o interior do blastocisto, contribuindo 

assim para seu sustento e crescimento. Quando o feto se implanta no 

endométrio, a progesterona, secretada pela placenta, faz com que estas 

células se tornem mais volumosas e armazenem os nutrientes. Estas células 

são denominadas células deciduais enquanto a massa total formada pelas 

mesmas é conhecida como decídua (Huppertz e Herrler, 2005). As células 

da decídua têm importante papel na implantação e nutrição do embrião e 

acredita-se que estas células produzam fatores que controlam a invasão 

trofoblástica e protejam o embrião da rejeição pelo sistema imune materno 

(Fazleabas e Strakova, 2002). As células do trofoblasto, ao iniciar a invasão 

do endométrio, diferenciam-se em duas camadas: uma interna, o 

citotrofoblasto (Figura 1B), formado por células mononucleadas e outra 

externa, o sinciciotrofoblasto (Figura 1C), por sua vez formado por células 

multinucleadas (Huppertz & Herrler, 2005). Uma vez ocorrida a implantação, 

a camada interna irá originar o feto e a camada externa, o trofoblasto, 

essencial para o desenvolvimento da placenta (Figura 2). 
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Figura 1 – Representação esquemática da implantação do blastocisto. 

Birth Defects Res C, 2005; 75:249-261. 
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Figura 2 – Placenta de camundongo. Physiology, 2005; 20:180-193. 

 

A placenta é uma unidade altamente especializada, constituída por 

vários tipos de células que estão envolvidas na estrutura e função das trocas 

materno-fetais. Ela consiste de duas regiões distintas morfológica e 

funcionalmente conhecidas como zona basal e labirinto. A zona basal inclui 

as células trofoblásticas gigantes e o espongiotrofoblasto e está envolvida na 

secreção de hormônios e de fatores angiogênicos, de crescimento vascular 

endotelial e de remodelamento tecidual. Por outro lado, a zona labirinto é o 

maior local de transferência de nutrientes entre o espaço sangüíneo materno 

e o fetal (Ishikawa et al., 2006). 

Na placenta humana, a primeira barreira de troca materno-fetal é o 

sinciciotrofoblasto, um epitélio de transporte que cobre a vilosidade 

placentária a qual se projeta para dentro do sangue materno do espaço 

interviloso. As vilosidades compreendem uma rede de capilares derivadas 

da circulação fetal (Sibley et al., 2005). O sangue do feto flui por duas 

artérias umbilicais, perfundindo os capilares das vilosidades e retornando ao 

feto através da veia umbilical. O sangue materno flui das artérias espiraladas 

da parede uterina para os grandes sinusóides que circundam as vilosidades 

e retorna pelas veias uterinas da mãe (Han e Carter, 2001). 

Labirinto (placenta villi)

Sinusóide materno

Decídua materna

Artérias espiraladas 
materna 
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Além de hormônios e diversos fatores de crescimento, a placenta 

humana produz e secreta vários fatores pró-inflamatórios incluindo citocinas 

como TNF-α, IL-6 e prostaglandinas (Lappas et al., 2005). Entretanto, o 

papel das citocinas placentárias não é bem conhecido. Postula-se que as 

citocinas liberadas da placenta para a circulação sistêmica materna 

contribuem para as alterações metabólicas materna no final da gestação, 

para suprir as necessidades energéticas do feto neste período (Hauguel-de-

Mouzon e Guerre-Millo, 2006). 

A placenta, como a maioria dos tecidos, também possui um sistema 

renina-angiotensina tecidual. Do ponto de vista da origem celular, 

atualmente existem dois SRA na placenta, um no tecido placentário fetal e 

outro no tecido placentário materno, isto é, na decídua (Shah, 2005). A 

ativação deste sistema pode ser um mecanismo importante na patogênese 

de muitas doenças como a pré-eclâmpsia e a RCIU possivelmente por levar 

a uma deficiência na perfusão útero-placentária. Todos os componentes do 

SRA já foram identificados na placenta, tanto fetal quanto materna, como o 

angiotensinogênio, a enzima conversora de angiotensina (ECA) (Sim e 

Seng, 1984), ECA 2, angiotensina 1-7 (Valdes et al., 2006), angiotensina I, 

angiotensina II bem como o receptor AT1 (Bédard et al., 2005). É importante 

ressaltar que na placenta também existe evidência de geração de 

angiotensina II por via independente da ECA (Svane et al., 1995). 

Finalmente, Lenz (1996) observou que a concentração de pró-renina é 

discretamente maior no sangue venoso umbilical do que na artéria, 

sugerindo assim uma produção de pró-renina pela placenta. 

Conforme mencionado, vários estudos verificaram a repercussão de 

fatores nutricionais incidentes na gestação e no feto sobre fenômenos que 

ocorrem na vida adulta (Silva et al., 2003; Vidonho et al., 2004). O efeito de 

distúrbios e/ou alterações nutricionais sobre a gestante é um tema pouco 

estudado, principalmente no que se refere a sobrecarga e restrição de sal na 

dieta. 
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2 OBJETIVOS 
 

Diante dos indícios de que fenômenos que ocorrem durante a vida 

intra-uterina influenciam o desenvolvimento de doenças na vida adulta da 

prole, os objetivos deste estudo foram: 

1. avaliar a função renal, pressão arterial, sensibilidade à insulina e 

sistema renina-angiotensina durante a gestação em resposta a diferentes 

conteúdos de sal na dieta. 

2. verificar se a ativação ou supressão do SRA durante a gestação, 

em resposta a alterações na ingestão de sal, modifica o fluxo sangüíneo 

uterino associado. 

3. verificar se o baixo peso ao nascimento da prole de mães que 

receberam dieta hipossódica durante a gestação é decorrente de um fluxo 

útero-placentário menor. 

 

 

 



_________________________________________________________________________________Métodos 

 

29

3 MÉTODOS 
 

Os experimentos realizados neste projeto de pesquisa estão de 

acordo com os princípios éticos de experimentação animal adotados pelo 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal. Os experimentos foram 

aprovados pelos Comitês de Ética do Instituto de Ciências Biomédicas 

(Protocolo 166/02) e do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo (Protocolos 933/04 e 653/04). 
 
3.1 Animais 

Ratas Wistar fêmeas, com três semanas de idade (recém 

desmamadas), provenientes do Biotério Central da Faculdade de Medicina 

da Universidade de São Paulo, foram alimentadas com dieta usual (Nuvilab 

CR1- Colombo, Brasil) até dois meses de idade. Em seguida as ratas foram 

divididas em três grupos de acordo com a dieta (Harlan Teklad, EUA ou 

Rhoster, Brasil): 

Hipossódica - HO (0,15% NaCl e 25% de proteína) ou 
Normossódica - NR (1,27% NaCl e 25% de proteína) ou 

Hipersódica – HR (7,94% NaCl e 25% de proteína). 
 

As ratas permaneceram em gaiolas de plástico (quatro animais por 

gaiola), em ambiente mantido a 25ºC, com ciclos claro-escuros fixos (12/12 

horas) e receberam dieta e água ad libitum. 
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3.2 Protocolo experimental 
Este protocolo foi composto por dois grupos, ratas grávidas e ratas 

não grávidas. No grupo grávidas, as ratas com 3 meses de idade foram 

acasaladas com ratos Wistar machos que receberam dieta NR desde o 

desmame (Nuvilab CR1- Colombo, Brasil). Para o acasalamento, uma rata e 

um rato permaneceram na mesma gaiola durante 3 dias. O 2º dia foi 

considerado o 1º dia de gravidez e os experimentos foram realizados na 

segunda e terceira semana de gestação. O método de acasalamento foi 

considerado satisfatório uma vez que atingiu 66% de sucesso e não houve 

diferença entre dietas.  

No grupo de ratas não grávidas, as ratas não foram fecundadas com 

a finalidade de estudá-las na ausência de gestação e as medidas foram 

realizadas com 12 semanas de idade. 

As ratas foram pesadas semanalmente deste o desmame até 12 

semanas (grupo não grávidas) ou 15 semanas de idade (grupo grávidas). 

A pressão intra-arterial foi medida na 12ª semana de idade no grupo 

não grávidas e na terceira semana de gestação no grupo grávidas. 

A medida da sensibilidade à insulina foi realizada por meio do clamp 

euglicêmico hiperinsulinêmico (clamp) ao final da terceira semana de 

gestação ou com 12 semanas de idade no grupo não grávidas. Antes do 

início do clamp foi realizada a medida de pressão arterial carotídea. Ao final 

do clamp foram colhidas amostras de sangue do cateter da artéria carótida. 

Após 24 a 48 horas as ratas foram decapitadas para retirada de amostras de 

tecidos e coleta de sangue. Os fetos e as placentas foram pesados. 

Avaliação da função renal foi realizada por meio do clearance de lítio 

e da creatinina sérica no grupo de ratas não grávidas (11 semanas de idade) 

e grávidas (segunda semana de gestação). A coleta de sangue foi realizada 

por punção da veia caudal. 

Nas amostras de sangue foram medidas creatinina, lítio, sódio, 

potássio, angiotensinas e determinação das atividades de renina e da 

enzima conversora de angiotensina I (ECA). Nas amostras de tecidos - 

coração, rim e placenta - foi avaliada a atividade da ECA e a expressão 
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gênica (mRNA) dos componentes do SRA enquanto na placenta foi avaliada 

também a expressão gênica (mRNA) do TNF-α e quantificado a 

concentração de angiotensinas neste tecido. 

Em um grupo adicional de ratas, a medida do fluxo sangüíneo na 

artéria uterina foi realizada apenas no grupo de ratas grávidas, no 19º ou 20º 

dia da gestação. Neste grupo foram verificados o débito cardíaco e a 

resistência periférica vascular, além da avaliação da massa renal esquerda 

destas ratas. 

 

3.3 Medidas e dosagens 
3.3.1 Peso corpóreo 

O peso corpóreo foi avaliado semanalmente nos animais desde o 

desmame até a 12ª semana no grupo não grávidas e até a 15ª semana no 

grupo gestação. 

 
3.3.2 Peso dos fetos e placentas 

Após a decapitação das ratas grávidas, aproximadamente no 20º dia 

da gestação, os fetos e as placentas foram retiradas e pesadas. 

3.3.3 Consumo de ração, ingestão hídrica e volume urinário 
O consumo de ração, ingestão hídrica e volume urinário de 24 horas 

foram medidos após dois dias de adaptação em gaiolas metabólicas nos 

grupos não grávidas (11 semanas de vida) e grávidas (2ª semana da 

gestação). Os valores de consumo de ração e ingestão hídrica foram 

corrigidos pelo peso corpóreo dos animais. 

 

3.3.4 Implantação de cateteres 

Os animais foram anestesiados com 50 mg/kg de cetamina (Ketamin, 

Cristália, Brasil) associado com 5 mg/kg de xilazina (Rompun, Bayer, Brasil) 

para implantação de cateteres de polietileno estéreis (PE-50, Intramedic 

Inc., EUA) na artéria carótida e na veia jugular esquerda. Os cateteres 

foram exteriorizados entre as escápulas e preenchidos com uma solução de 
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salina com heparina 500 UI/mL (Produtos Roche Químicos e Farmacêuticos 

S/A, Brasil). 

Após a cirurgia, os animais foram colocados em gaiolas individuais. 

O cateter da artéria carótida foi utilizado para medida da pressão arterial e 

coleta de amostras de sangue e o da veia jugular para a infusão de insulina 

e glicose durante o clamp euglicêmico hiperinsulinêmico. 

 

3.3.5 Medida da pressão arterial direta e freqüência cardíaca 
As medidas de pressão arterial carotídea e freqüência cardíaca foram 

realizadas em animais acordados e em total liberdade de movimentação em 

ratas não grávidas com 12 semanas de vida e ratas grávidas na 3ª semana 

de gestação (15ª semana de vida) após dois dias de recuperação da 

cirurgia. 

As ratas foram colocadas em sala apropriada no período da manhã, 

para a medida da pressão arterial direta. O cateter da artéria carotídea foi 

conectado a um transdutor de pressão (Argon, modelo CDX III, EUA), 

acoplado a um amplificador (Stemtech Inc., GPA-4 modelo 2, EUA), o qual 

fornece um sinal analógico. Este sinal analógico foi digitalizado e registrado 

utilizando-se um sistema computadorizado de aquisição e análise dos dados 

por meio do programa CODAS (DATAQ Instruments Inc., EUA), permitindo a 

medida contínua da pressão arterial média, sistólica, diastólica e freqüência 

cardíaca após um período de 20 a 30 minutos de acomodação do animal. 

 
3.3.6 Avaliação da sensibilidade à insulina (clamp euglicêmico 
hiperinsulinêmico) 

A sensibilidade à insulina foi avaliada pela técnica do clamp 

euglicêmico hiperinsulinêmico descrita por DeFronzo et al. (1979) com 

adaptações para animal de experimentação. 

O clamp foi realizado em animais acordados e sem restrição à 

movimentação. Na manhã do dia do experimento a pressão arterial 

carotídea foi medida e a ração foi retirada 6 horas antes do início do 
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experimento. Uma hora antes do início do clamp foi coletada amostra de 

sangue para determinação da glicemia e insulinemia basais. 

Uma solução de insulina humana biossintética regular (Novo Nordisk 

Farmacêutica do Brasil Ltda, Brasil) foi infundida pelo cateter da veia jugular 

em velocidade constante (3 mU/kg/min), durante 120 minutos. Cinco 

minutos após o início da infusão da insulina, foi iniciada a infusão de glicose 

(20 g/100mL), também pelo cateter da veia jugular. A cada 5 minutos foram 

coletadas amostras de sangue (50 µL) pelo cateter da artéria carótida para 

determinação da glicemia em glicosímetro (Advantage, Roche, Brasil). A 

glicemia foi ajustada por meio de variação na velocidade de infusão de 

glicose para permanecer dentro de uma faixa de variação de mais ou 

menos 10% do valor da glicemia basal. A utilização periférica da glicose foi 

considerada igual à quantidade de glicose infundida nos últimos 30 minutos 

do clamp, considerando que a glicemia se mantém constante e a produção 

de glicose hepática está praticamente inibida (Guignot e Mithieux, 1999). 

O hematócrito foi determinado antes e depois do experimento para 

verificar se houve hemodiluição decorrente das sucessivas coletas de 

amostras de sangue. 

 
3.3.6.1 Determinação da insulinemia 

O sangue coletado foi imediatamente centrifugado para separação do 

plasma e estocado a -20°C até o momento da dosagem da insulina. 

A dosagem da insulina plasmática foi realizada pelo método de 

radioimunoensaio descrito por Morgan e Lazarow (1963) utilizando o kit da 

marca Linco (EUA) para ratos. 

 
3.3.7 Avaliação da função renal 
3.3.7.1 Creatinina sérica, fração de excreção de sódio e potássio 

Estas medidas foram realizadas na 11ª semana de vida no grupo de 

ratas não grávidas e na segunda semana da gestação no grupo grávidas. Os 

animais foram colocados em gaiolas metabólicas com ração em pó e água. 

Após dois dias de adaptação, foi medida a diurese de 24 horas e foram 
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separadas alíquotas para posterior dosagem de sódio, potássio e creatinina 

e realizada a coleta de sangue para dosagem de sódio, potássio e creatinina 

sérica. 

A creatinina sérica e urinária foram determinadas pelo método 

colorimétrico da reação de Jaffé (Slot, 1965). O sódio e potássio urinários e 

plasmáticos foram determinados utilizando-se o eletrodo de íon seletivo 

(modelo Codas Integra 700, Roche, Suíça). 

 

3.3.7.2 Clearance de lítio 
O clearance de lítio é um indicador da porcentagem de reabsorção 

proximal de sódio. 

No momento inicial (tempo zero) da medida do clearance de lítio, foi 

administrado, por gavagem, 60 μmol de cloreto de lítio/100g de peso 

corpóreo (Quadros et al., 1996). Os animais foram mantidos individualmente 

em gaiolas metabólicas com livre acesso à água potável, mas sem comida 

por um período de quatro horas. Durante este período foi coletado e medido 

o volume urinário. Uma amostra de sangue de 2 mL foi coletada por punção 

caudal para dosagem de creatinina, lítio, sódio e potássio. 

A concentração de lítio urinária e sérica foi medida usando um 

eletrodo de íon seletivo (modelo Codas Integra 700, Roche, Suíça). 

Os diversos indicadores de função renal foram calculados conforme 

segue abaixo: 

Clearance de creatinina (mL/min/100g): 

creatinina

horascreatinina

sérica ãoConcentraç x excreção de Tempo
urinário Volume x urinária ãoConcentraç 24  

O clearance foi corrigido pelo peso corpóreo do animal. 

 

Fração de excreção de sódio (%): 

sódiocreatinina

creatininasódio

sérica  ãoConcentraç x urinária  ãoConcentraç
  séricaãoConcentraç x urinária  ãoConcentraç
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Fração de excreção de potássio (%): 

potássiocreatinina

creatininapotássio

sérica ãoConcentraç x urinária ãoConcentraç
 séricaãoConcentraç x urinária ãoConcentraç

 

 

Clearance de lítio (mL/min/100g): 

lítio

lítio

sérica ãoConcentraç x excreção de Tempo
urinário Volume x urinária ãoConcentraç  

O clearance foi corrigido pelo peso corpóreo do animal. 

 

Reabsorção proximal de sódio (%): 

100)()( x
Clearance x sérica ãoConcentraç

Clearance x sérica ãoConcentraçClearance x sérica ãoConcentraç

creatininasódio

lítiosódiocreatininasódio −

 

3.3.8 Avaliação do sistema renina-angiotensina (SRA) 
3.3.8.1 Medida da atividade da renina plasmática (ARP) 

As amostras de sangue para dosagem da ARP foram coletadas na 

12ª semana de vida no grupo não grávidas e no final da 3ª semana de 

gestação. Os animais foram sacrificados por decapitação e 2 mL de sangue 

foi coletado em tubos plásticos contendo 64 μL de anticoagulante EDTA 

3,8% pH 5,5. O sangue foi centrifugado a 4ºC por 10 minutos a 3.000 rpm e 

o plasma foi armazenado em freezer -20ºC para posterior medida da 

atividade de renina plasmática usando kit de radioimunoensaio (CIS Bio 

International, França) segundo o método descrito por Page et al. (1969). 

 

3.3.8.2 Medida da atividade da enzima de conversão da angiotensina 
(ECA) sérica e tecidual 

Para a dosagem da atividade da ECA foi coletada a amostra de 

sangue de ratas na 12ª semana de vida no grupo não grávidas e no final da 

3ª semana de gestação. 

Os animais foram sacrificados por decapitação e o sangue foi 

coletado em tubos de ensaio sem anticoagulante, mantidos em gelo e 

rapidamente centrifugados a 4°C por 10 minutos a 3.000 rpm. O soro foi 
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armazenado a -80°C até as amostras serem processadas. O tecido renal e 

cardíaco e as placentas foram coletadas em tubos plásticos, os quais foram 

colocados em nitrogênio líquido e armazenados a -80ºC. Posteriormente, as 

amostras foram homogeneizadas em tampão borato com sacarose na 

proporção de 1 g de tecido para 10 mL de tampão. Em seguida, as amostras 

foram centrifugadas a 4°C por 10 minutos a 2.500 rpm e os sobrenadantes 

separados e armazenados a -80°C até o seu processamento final. 

A atividade da enzima foi determinada em 10 μL de soro (Santos et 

al., 1985) ou em 20 μL do sobrenadante de homogeneizados de tecidos 

(Oliveira et al., 2000). O soro foi incubado com 490 μL de substrato da ECA, 

Hippuril-Histidil-Leucina (Hip-His-Leu 5mM), a 37°C durante 15 minutos. Os 

sobrenadantes dos homogenatos de rim e coração foram incubadas com 

480 μL da solução de Hip-His-Leu a 37°C durante 30 minutos. O 

sobrenadante do homogenato das placentas foi incubado com 470 μL de 

substrato e 10 μL de inibidor de peptidases por 40 minutos. Esta reação foi 

interrompida pela adição de 1,2 mL de solução de NaOH 0,34 N. A seguir, 

acrescentou-se 100 μL da solução de o-ftaldialdeído 2%, protegido da luz e 

em temperatura ambiente. Esta substância liga-se ao produto da reação 

enzimática, o His-Leu, e permite a sua leitura fluorimetricamente. Após 10 

minutos, a reação foi interrompida pela adição de 200 μL de HCl 3N, sempre 

sob agitação. Em seguida, os tubos foram centrifugados a 3.000 rpm, por 10 

minutos. O sobrenadante foi então submetido à leitura da intensidade de 

fluorescência em espectrofluorímetro usando um comprimento de onda 365 

ηm para excitação e 495 ηm para emissão. 

Todos os ensaios foram realizados em triplicatas, sendo que a 

fluorescência intrínseca das amostras foi corrigida pelo controle onde a 

amostra foi adicionada logo após a reação ser interrompida com NaOH 0,34 

M, mantendo as demais etapas do ensaio inalteradas. Uma curva padrão de 

His-Leu foi realizada em cada ensaio. 

A dosagem da concentração de proteína foi realizada, pelo método 

colorimétrico de Bradford (1976), nas amostras de tecidos onde foi medida a 
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atividade da ECA. Todos os ensaios foram realizados em duplicatas. Para 

cada ensaio foi realizada uma curva padrão, utilizando-se a albumina sérica 

bovina como padrão. 

A atividade específica da ECA foi expressa em ηMoles His-

Leu/min/mL no soro e ηMoles His-Leu/min/mg de proteína nos tecidos. 

 

3.3.8.3 Quantificação de angiotensinas I e II plasmática e tecidual 

3.3.8.3.1 Preparação do coquetel de inibidores de peptidases 

O coquetel de inibidores foi preparado seguindo a ordem de adição 

das soluções: 10 μL de solução de p-ácido hidroximercuribenzóico 1 nM, 50 

μL de solução o-fenantrolina 30 nM, 10 μL de solução de PMSF 

(fenilmetilsulfonilfluoreto) 1 nM, 50 μL de solução de EDTA (ácido 

etilenodiaminotetracético) 7,5%, 20 μL de solução de pepstatina 1 nM, 

solução A (HCl 0,18 N) e solução B (etanol ácido: 200 mL de solução A e 

600 mL de etanol absoluto). 

Para cada amostra de placenta foi utilizado 1.400 μL do coquetel de 

inibidores e 280 μL para amostras de sangue. 

 

3.3.8.3.2 Procedimento para coleta do sangue e da placenta 

A coleta de sangue e da placenta foi realizada em um grupo adicional 

de ratas após decapitação dos animais no 20º dia de gestação. As amostras 

foram coletadas em tubo falcon contendo o coquetel de inibidores de 

peptidases. As amostras de placenta previamente homogeneizadas e as de 

sangue foram centrifugadas a 3.000 rpm por 15 minutos a 4ºC. O plasma e o 

sobrenadante do homogenato das placentas foram colocados em nitrogênio 

líquido e estocados em freezer -80ºC para posterior quantificação de 

angiotensinas. 
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3.3.8.3.3 Quantificação de angiotensinas I, II e 1-7 plasmática e tecidual 

A quantificação das angiotensinas I, II e 1-7 foi realizada em 

cromatografia de fase reversa acoplada a um detector ultravioleta (214 ηm) 

como descrito por Franco et al. (2003). Os tecidos foram previamente 

homogeneizados em 8 mL de tampão fosfato sódico 0,1 M contendo 

sacarose 0,34 M e cloreto de sódio 0,3 M (pH 7,2). Angiotensina III (320 ηg) 

foi adicionada a cada amostra como padrão interno. A extração das 

angiotensinas I e II foi realizada usando cromatografia em coluna Sep-Pak-

C18 (Millipore, EUA). A coluna foi ativada com os seguintes reagentes: 5 mL 

de metanol, 5 mL de tetraidrofurano, 5 mL de hexano e 10 mL de água Milli-

Q. Em seguida, as amostras foram passadas pela coluna e os peptídeos 

foram eluídos com os seguintes reagentes: 10 mL de água, 5 mL de ácido 

acético 4% e 5 mL de etanol/ácido acético/água (90:4:6, v/v). Os peptídeos 

de interesse foram extraídos da coluna na última fase e evaporados no 

equipamento Speed Vac SC 110 (Savant Instruments Inc., EUA). Os 

extratos das amostras foram reconstituídos com 500 μL de ácido fosfórico 

0,1% em acetonitrila 5%, filtradas e injetadas na coluna Aquapore OD 300, 7 

μm (4,6 x 250 mm) (Applied Biosciences, EUA) do sistema de HPLC. Os 

peptídeos foram inicialmente separados por eluição isocrática durante 5 

minutos seguido por um gradiente linear de 5 a 35% de acetonitrila em ácido 

fosfórico 0,1% durante 20 minutos a um fluxo de 1,5 mL/min. Os tempos de 

retenção foram usados para identificar os picos de interesse, previamente 

determinados por eluição com os peptídeos padrão. Os cálculos foram 

realizados baseados na área do pico formado e a concentração das 

angiotensinas na placenta foi expressa em ηg/g de tecido e no plasma em 

ηg/mL. 

 

3.3.8.4 Expressão gênica (mRNA) da renina, angiotensinogênio, ECA e 
receptores de angiotensina II do tipo 1 (AT1) e 2 (AT2) 

A expressão gênica de todos os componentes do SRA no rim, 

coração e placenta foi realizada pelo método de transcriptase reversa e 
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reação em cadeia da polimerase (RT-PCR) conforme descrito por Katwa et 

al. (1997). Os diversos reagentes utilizados foram adquiridos das empresas 

Invitrogen (Brasil) e Labtrade (Brasil) e os primers utilizados na RT-PCR 

foram adquiridos de diferentes empresas (Anexos I e II). 

 

3.3.8.4.1 Extração de RNA total 

A extração de RNA total foi realizada em 4 a 10 amostras por vez 

para evitar erros de manipulação e degradação do RNA das amostras 

durante a extração. Os tecidos armazenados em freezer –80°C foram 

pesados (balança AL200, Marte, Brasil) e colocados em tubo de ensaio de 

plástico estéril. Todo o procedimento foi realizado sob gelo. Foram 

acrescentados 2 mL de Trizol para cada 100 mg de tecido e 

homogeneizados em aparelho Ultra-Turrax (IKA Works Inc., modelo T-25, 

EUA). 

Deste homogenato foi transferido 1 mL para um tubo plástico livre de 

RNase e DNase e incubado por 5 minutos à temperatura ambiente para 

completa dissociação dos complexos nucleoprotéicos. Este homogenato foi 

centrifugado a 4ºC por 10 minutos a 14.000 rpm. Em seguida, o 

sobrenadante foi transferido para outro tubo e foi adicionado 200 μL de 

clorofórmio para separação da amostra em fase orgânica e inorgânica. Esta 

solução foi agitada no vortex e incubada à temperatura ambiente por 2 

minutos e a seguir foi centrifugada a 4ºC por 15 minutos, a 14.000 rpm. A 

fase superior (incolor) da solução foi transferida para outro tubo e 

acrescentados 500 μL de álcool isopropílico. A mistura foi homogeneizada e 

incubada à temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugada a 4ºC por 

10 minutos, a 14.000 rpm. Após a centrifugação, o sobrenadante foi 

desprezado por inversão do tubo e o pellet formado no fundo do tubo foi 

lavado com 1 mL de etanol 75% gelado. Novamente o material foi 

centrifugado (9.000 rpm, 5 min, 4°C) e o sobrenadante desprezado. O pellet 

foi ressuspendido com 100 μL de água DEPC (dietilpirocarbonato) e esta 
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solução foi incubada em banho seco a 65ºC por 10 minutos. As amostras 

foram armazenadas em freezer –80°C após a quantificação do RNA total. 

A quantificação do RNA foi realizada através de leituras a 260 ηm e 

280 ηm em espectrofotômetro (Hitachi, modelo U-1100, Japão). Para isso, 

tubo livre de RNase e DNase contendo 5 μL de amostra e 995 μL de água 

Milli-Q autoclavada foi incubado em banho seco a 65ºC por 10 minutos. Uma 

unidade de densidade óptica, lida no comprimento de onda de 260 ηm, 

equivale a 40 μg/mL de RNA total. 

Para o cálculo da pureza do RNA, a razão entre a leitura a 260 ηm, 

que detecta RNA, e a leitura a 280 ηm, que detecta proteína, deve estar 

entre 1,8 a 2,2 para ser aceitável. Eletroforese em gel de agarose a 1% foi 

realizada para verificar visualmente a integridade das bandas 28S e 18S do 

RNA. 

 
3.3.8.4.2 Reação de transcriptase reversa (RT) 

A síntese de DNA complementar (cDNA) foi realizada através da 

reação de RT utilizando-se a enzima RT ImProm II (Promega, Brasil). O 

protocolo para a síntese de cDNA foi dividido em três fases; sendo a 

primeira, a fase de desnaturação, onde 1 μg de RNA total foi colocado em 

tubo livre de RNase e DNase. Adicionou-se 1 μL de oligo 

deoxirribonucleotídeo T(dT) 150 ηg/mL e completou-se o volume com água 

DEPC para 5 μL. Os tubos foram colocados em termociclador (PTC-200, MJ 

Research, Inc., EUA) e incubados a 70ºC por 5 minutos. 

Para a segunda fase, chamada fase de anelamento, foi preparada 

uma solução constituída por 4 μL de tampão de reação 5X; 1 μL de dNTP 

[2’-Deoxinucleotídeo 5’-trifosfato] (10 mM); 2,4 μL de cloreto de magnésio 

(25 mM); 6,6 μL de água Milli-Q autoclavada e 1 μL de Improm II e esta foi 

adicionada ao tubo de reação. Após a adição da solução, as amostras foram 

levadas ao termociclador utilizando um programa de 25ºC por 5 minutos e 

depois 60 minutos a 42ºC. Na última fase ocorre a inativação da 
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transcriptase reversa por aquecimento a 70ºC por 15 minutos. As amostras 

foram armazenadas em freezer a -20ºC. 

 

3.3.8.4.3 Reação de polimerase em cadeia (PCR) 

Uma alíquota de 1 μL de cDNA foi transferida para tubo livre de 

RNase e DNase onde foi realizada a reação de PCR. Preparou-se uma 

solução de reação contendo para cada tubo 2,5 μL de tampão PCR 10X 

[100 mM Tris HCl pH 8,5 e 500 mM KCl]; 0,75 μL de cloreto de magnésio (50 

mM); 0,5 μL de dNTP (10 mM); 3 μL de primer sense (5 ρMol/ μL); 3 μL de 

primer antisense (5 ρMol/ μL); 0,4 μL de Taq DNA polimerase; 2,5 μL de 

dimetilsulfóxido (DMSO) e 11,35 μL de água Milli-Q. A solução foi 

homogeneizada em vortex, adicionada ao tubo contendo amostra de cDNA e 

levado ao termociclador. 

Os produtos da reação de PCR foram analisados em gel de agarose 

2% contendo brometo de etídio usando um DNA ladder de 100 pares de 

base. Foi feito rotineiramente um controle negativo omitindo apenas o cDNA 

da reação de PCR. As bandas foram semi-quantificadas usando o software 

Alpha ImagerTM 1220 version 5.5 (Alpha Innotech Corporation, EUA) e 

comparou relativamente com a expressão gênica da β-actina, onde foi 

expressa como valor de densidade integrada (IDV/ β-actina). 

As quantidades de cDNA, temperatura de anelamento e número de 

ciclos usados no PCR das amostras do coração, rim e placenta estão 

descritos no anexo I. É importante ressaltar que a temperatura de 

anelamento é específica do gene (primer) e o número de ciclos é diferente 

para o mesmo gene, variando conforme o tecido. 

 

3.3.9 Expressão gênica do fator de necrose tumoral (TNF-α) na placenta 

Na placenta, além do SRA, foi quantificada a expressão gênica do 

TNF-α pelo método de transcriptase reversa e reação em cadeia da 
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polimerase (RT-PCR), conforme descrito anteriormente. Para a expressão 

gênica do TNF-α utilizou-se primer (Peltier e Brown, 2005) adquirido da 

Dialab (Brasil) e foram necessários 40 ciclos, 1 μL de cDNA e temperatura 

de anelamento de 65,8ºC para a reação de PCR (Anexo II). 

 

3.3.10 Medida do fluxo sangüíneo uterino, placentário e renal 

 Em um grupo adicional de ratas, os fluxos sangüíneos uterino e 

placentário foram medidos pelo método de microesferas coloridas de acordo 

com o descrito por De Angelis et al. (2005). Os animais foram anestesiados 

com pentobarbital (40 mg/kg) para implantação de cateteres na artéria 

carótida direita (PE-50, Intramedic Inc., EUA) com a ponta dentro do 

ventrículo esquerdo para a infusão das microesferas coloridas e na artéria 

femoral (PE-10, Intramedic Inc., EUA) para coleta de amostra de sangue de 

referência. Os cateteres estavam previamente preenchidos com solução 

fisiológica. 

A pressão arterial e freqüência cardíaca foram medidas cinco minutos 

antes da infusão das microesferas conectando o transdutor de pressão ao 

cateter da artéria femoral. 

 

3.3.10.1 Microesferas coloridas 

Microesferas amarelas de 15 μm de diâmetro (Dye-Trak CM; Triton 

Technology, EUA) foram infundidas dentro do ventrículo esquerdo dos 

animais no 19º ou 20º dia da gestação. Para isto, a suspensão mãe de 

microesferas foi sonicada por 5 minutos e diluída em solução fisiológica 

0,9% contendo Tween 0,01% para a concentração de 300.000 microesferas 

em 180 μL. 

 
3.3.10.2 Técnica 

As esferas diluídas (infusato de microesferas) foram sonicadas por 3 

minutos antes da infusão nos animais. Uma das extremidades do tubo de 

polietileno (PE-50) preenchido com 180 μL de infusato de microesferas foi 
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conectada ao cateter ventricular esquerdo e a outra extremidade foi 

conectada a uma seringa contendo 0,5 mL de solução fisiológica pré-

aquecida. A seringa foi conectada a uma bomba de infusão (Harvard 

Apparatus, modelo 55-1111, EUA). Ao mesmo tempo, uma bomba de 

aspiração (Harvard Apparatus, modelo 901, EUA) foi conectada ao cateter 

da artéria femoral através de uma seringa pré-heparinizada e pesada para 

coleta da amostra de sangue de referência. A coleta desta amostra iniciou-

se 10 segundos antes do início da infusão das microesferas e continuou por 

75 segundos, a uma velocidade de 0,7 mL/min. O infusato de microesferas e 

solução fisiológica pré-aquecidas foram infundidas por 50 segundos a uma 

velocidade de 0,5 mL/min. 

Após a infusão das microesferas, as placentas, útero e rins foram 

retirados e pesados para determinar o fluxo sangüíneo regional. Os rins 

direito e esquerdo foram extraídos e usados como padrão para verificar se a 

técnica foi adequada. Resultados com uma variabilidade maior que 20% 

entre os fluxos sangüíneos renal direito e esquerdo não foram aceitos para 

análise. 

As placentas, o útero, os rins e a amostra de sangue de referência 

foram processados como descrito por Hakkinen et al. (1995) com pequenas 

modificações. 

 

3.3.10.3 Preparação dos reagentes para processamento dos órgãos e 
do sangue 

Reagente I 
Este reagente é uma solução de Triton X-100 a 10%. Para a 

preparação da solução colocou-se 1.800 mL de água destilada em béquer e 

sob agitação aqueceu esta água até 50ºC. Adicionou-se 12,12 g de Tris-

base e 0,2 g de azida sódica e acertou o pH para 8,5. Adicionou-se 200 mL 

de Triton X-100 e sob agitação aqueceu esta solução até ficar límpida. 

Desligou-se o aquecedor e resfriou-se a solução a temperatura ambiente 

com agitação. 

Reagente II 
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Esta solução foi preparada colocando 1 L de água destilada em 

béquer e sob agitação aqueceu-se esta água até 50ºC. Adicionou-se 6,06 g 

de Tris-base e 0,5 mL de Tween 80 e 0,10 g de azida sódica. Acertou-se o 

pH para 8,5 e adicionou-se 20,73 g de ácido deoxicólico sódico. Após a 

adição deste ácido o pH foi acertado novamente para 8,5. 

Reagente de hemólise 
A preparação desta solução foi realizada adicionando, sob agitação, 

200 mL de etanol absoluto em 1L de solução Triton-X 100 10%. 

 
3.3.10.4 Processamento dos órgãos e sangue 

Imediatamente após o término da infusão das microesferas, os órgãos 

inteiros e o sangue foram pesados, colocados em tubo falcon e 

processados. Foram utilizadas seis placentas de cada mãe para a medida 

do fluxo placentário, sendo que este processo foi realizado em dois tubos 

separados, ou seja, três placentas em cada tubo. Foi calculada a média dos 

resultados dos dois tubos. 

No tubo falcon contendo o sangue, foi adicionado 4 mL do reagente 

de hemólise e centrifugado a 4.000 rpm por 30 minutos a temperatura 

ambiente para formar o pellet. O sobrenadante foi desprezado e foi 

adicionado 4 mL de NaOH 2 M ao pellet. Nos tubos contendo os órgãos 

também foi adicionado 4 mL de NaOH 2 M. Em seguida, os tubos contendo 

as amostras foram aquecidos a 70ºC por 3 horas, sendo homogeneizados a 

cada 30 minutos e deixados a temperatura ambiente durante o período 

noturno. No dia seguinte, os tubos foram novamente aquecidos a 70ºC até a 

dissolução completa dos órgãos e do pellet. Após a dissolução completa, foi 

adicionado 9 mL do reagente I em todos os tubos, homogeneizados por 

inversão e centrifugados a 4.000 rpm por 30 minutos para formar o pellet. O 

sobrenadante foi desprezado e foi adicionado 10 mL do reagente II ao pellet. 

Em seguida, foi homogeneizado usando o vortex e os tubos contendo as 

amostras foram aquecidos a 70ºC durante a noite. Foi necessário o uso de 

sonicador para dissolver as partículas ainda suspensas e os tubos contendo 

as amostras foram centrifugados a 4.000 rpm por 30 minutos. O 
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sobrenadante foi aspirado e desprezado. Adicionou-se 1,9 mL de álcool 
absoluto gelado em todos os tubos e homogeneizou usando vortex. Em 

seguida, as amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 15 minutos a 4ºC. 

O sobrenadante foi aspirado e desprezado e os tubos contendo o pellet 

foram deixados em estufa a 60ºC durante a noite para evaporar o álcool 

residual. Adicionou-se 500 μL de dimetilformamida (DMF) em todos os tubos 

e estes foram homogeneizados usando vortex e centrifugados a 4.000 rpm 

por 10 minutos. A leitura óptica do sobrenadante foi realizada em 

espectrofotômetro (Hitachi, modelo U-1100, Japão) a 448 ηm usando cubeta 

de quartzo. 

Para calcular a perda de microesferas durante a extração nos tecidos 

e sangue, um volume de 12.500 microesferas foi colocado em tubo falcon e 

processado em paralelo com as amostras. 

 
3.3.10.5 Cálculos 

O fluxo sangüíneo regional, débito cardíaco e resistência vascular 

periférica foram calculados pelas seguintes fórmulas: 

 

Fluxo sangüíneo (mL/min): 

sanguesangue

sanguesangue

retirada de Velocidade   Volume
DensidadePeso

÷

÷
 

Sendo: 

densidade específica do sangue = 1,05 g/mL 

velocidade de aspiração de sangue = 0,5 mL/min 

 

Fluxo sangüíneo regional (mL/min/g): 

( )sanguesangue aAbsorbânci   sangüíneoFluxo x aAbsorbânci ÷  

O fluxo foi corrigido por grama de tecido. 

Débito cardíaco (mL/min): 

sangue

injetadas

asmicroesfer de número
sãoinfu de velocidadeasmicroesfer de meroún ×
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Resistência vascular periférica (mmHg/mL/min): 

cardíaco Débito
arterial essãoPr femoral  

 

3.3.11 Dosagem de TBARS (Substâncias Reativas com o Ácido 
Tiobarbitúrico), como produto da peroxidação lipídica 

A peroxidação lipídica foi avaliada pela concentração dos produtos da 

reação das substâncias reativas com o ácido tiobarbitúrico (TBARS). Esta 

peroxidação foi verificada utilizando o método colorimétrico descrito por 

Ohkawa et al. (1979), em amostras de placentas retiradas no 19º dia da 

gestação. 

As placentas foram homogeneizadas com tampão fosfato de sódio pH 

7,4 e dosadas as concentrações de proteína nos tecidos pelo método de 

Bradford (1976). Foi utilizado a concentração de 1,0 mg de proteína no 

tecido/mL para a dosagem de TBARS, diluindo a amostra em tampão fosfato 

de sódio 0,02 M em pH 7,4. A concentração de TBARS na placenta foi 

avaliada usando tubo de ensaio imerso em gelo, adicionado 1 mL do 

homogenato diluído e acrescentado 1 mL de ácido tricloroacético (TCA) 

17,5% e em seguida, 1 mL de ácido tiobarbitúrico 0,6% pH 2,0. Os tubos 

foram colocados em banho de água fervente por 15 minutos e após este 

período a reação foi interrompida colocando os tubos em gelo. Foi 

adicionado a esta mistura 1 mL de ácido tricloroacético 70% e incubado por 

20 minutos. As amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 2.000 rpm e 

a densidade óptica do sobrenadante foi lida em espectrofotômetro (Femto, 

modelo 432C, Brasil) a 534 ηm. A concentração dos produtos da 

peroxidação lipídica foi calculada, utilizando-se coeficiente de extinção molar 

equivalente para malondialdeído (MDA-equivalente), de 1,56 x 105 M-1cm-1 

(utilizado para o complexo malondialdeído e ácido tiobarbitúrico). Os 

conteúdos de TBARS na placenta foram expressos em ηmoles TBARS/ mg 

de proteína. 
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3.3.12 Imuno-histoquímica para Bax em placentas 
3.3.12.1 Processamento dos tecidos para análise histopatológica 

Amostras de placentas foram coletadas no 20º dia de gestação e 

armazenadas em freezer -80ºC para imuno-histoquímica. Para a realização 

do processo de parafinização e inclusão do tecido, os fragmentos foram 

colocados em solução fisiológica a 4ºC para descongelar e posteriormente 

transferidos os fragmentos para solução Duboscq-Brasil por 2 horas. Após 

este período, os fragmentos foram colocados em solução de formol 10% e 

tampão fosfato e colocados em caixetas perfuradas. Este processo de 

inclusão foi realizado em um processador automático de tecido (Jung-

Histokinette 2000 Leica, Alemanha) por um período que durou cerca de 14 

horas, para desidratação dos tecidos em concentrações progressivas de 

álcoois. Em seguida, foram realizados três banhos de xilol, sendo então 

imersos em parafina fundida a 60°C. O material parafinizado foi incluído em 

blocos e, após solidificação, permaneceu à temperatura ambiente. 

 

3.3.12.2 Processamento para imuno-histoquímica 
 A técnica de imuno-histoquímica utilizada neste estudo foi aplicada 

em tecido em parafina. Os tecidos incluídos em blocos de parafina 

permaneceram 30 minutos a -20°C antes do corte, para evitar enrugamento 

do corte do tecido. Os blocos foram cortados em micrótomo (Reichert Yung 

Supercut 2065 Leica, Alemanha) com navalhas descartáveis com espessura 

de 3 a 4 μm e aderidos em lâminas previamente revestidas por gelatina 2% 

(Sigma, EUA). As lâminas com os cortes permaneceram em estufa (Fabbe-

Primar, Brasil) a 60ºC por 2 horas e em seguida foram armazenadas a 4ºC. 

Antes da realização das colorações histológicas, as lâminas passaram 

por um processo de desparafinização em xilol e desidratação em álcool 

absoluto, álcool 96% e álcool 70%. Finalizado este processo, as lâminas 

foram hidratadas em solução salina tris-tamponada (TBS) pH 7,6. 
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3.3.12.3 Técnica de imuno-histoquímica 
O anticorpo utilizado foi anti-Bax (MoAb, IgG1de camundongo; Santa 

Cruz, EUA). O controle negativo do método foi realizado em todos os 

experimentos, omitindo-se o anticorpo primário. Para aumentar a exposição 

antigênica, utilizamos uma panela a vapor (Arno, Brasil), onde as lâminas 

foram imersas em tampão citrato pH 6,0 por 30 minutos. 

 

3.3.12.4 Técnica estreptavidina-biotina/ fosfatase alcalina 
A técnica utilizada para a detecção do antígeno Bax foi a 

estreptavidina-biotina/fosfatase alcalina (Fujihara et al., 1998). 

Após a exposição antigênica, as lâminas foram colocadas em câmara 

úmida e realizado o bloqueio com avidina endógena por 15 minutos seguido 

de um bloqueio da biotina endógena por 15 minutos (Vector, Burlingame, 

EUA). Em seguida, foi realizado um bloqueio inespecífico com soro não-

imune de cavalo (Vector, Burlingame, EUA) na diluição de 1:70, durante 30 

minutos. Após o bloqueio, os cortes foram incubados com o anticorpo 

primários BAX por 20 horas a 4ºC em câmara úmida. Após lavagem das 

lâminas, os cortes foram incubados com anti-imunoglobulina de 

camundongo biotinilada adsorvida em rato (Vector, EUA), na diluição de 

1:200 durante 45 minutos. Depois de novas lavagens, os cortes foram 

incubados com o complexo estreptavidina-biotina/fosfatase-alcalina (Vector, 

EUA) durante 30 minutos. 

Para a visualização da positividade das células foi utilizado um 

substrato cromogênico preparado a base do corante “fast red”. Para esta 

revelação, as lâminas foram então incubadas com o substrato naftol AS-MX-

fosfato (Sigma, EUA) dissolvido em DMF (Merck, Alemanha) acrescido de 

solução tris-tamponada 0,1M pH=8,2 e corante “fast red” (Sigma, EUA). Para 

bloquear a fosfatase alcalina endógena foram adicionados 20 µl de levamisol 

1M (Sigma, EUA). Este substrato foi filtrado utilizando-se filtro 0,22 µm 

(Millipore, Brasil). 
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Durante o período de revelação, as lâminas foram observadas sob 

microscopia (Alphaphote-2 Nikon, Japão) para visualização da positividade 

celular. Após um período de aproximadamente 20 minutos, a revelação foi 

interrompida mergulhando-se as lâminas em TBS. Em seguida, os cortes 

foram contra-corados durante 2 minutos com hemalumbre de Mayer (Merck, 

Alemanha) e para intensificação da tonalidade azul do corante as lâminas 

foram lavadas em água corrente por 5 minutos. 

Para montagem das lâminas, as lamínulas foram colocadas com 

gelatina glicerinada Kaiser (Merck, Alemanha) previamente aquecida. As 

células positivas apresentaram cor vermelha. 

Para a quantificação do marcador, foi contado o número de células 

positivas presentes em 25 campos em um aumento de 200 vezes. Todas as 

células cujo citoplasma coravam-se em vermelho foram identificadas e 

contadas. O número obtido foi expresso em células positivas/ mm2. Para o 

aumento empregado o fator de correção foi de 1,274. 
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3.3.13 Análise Estatística 
A comparação de duas médias em grupos experimentais diferentes foi 

realizada pelo teste "t" de Student não pareado. Quando o número de 

médias a serem comparadas era de três ou mais, o teste utilizado foi a 

análise de variância - de um ou dois fatores, conforme o caso - seguida do 

pós-teste de Newman-Keuls ou Bonferroni. 

Os resultados foram expressos como média e erro-padrão da média 

(EPM) e foi adotado como nível de significância P < 0,05. 
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4 RESULTADOS 
Os resultados foram analisados avaliando a influência do sal na dieta 

e o efeito da gestação. 
 

4.1 Peso corpóreo 
O peso corpóreo avaliado nas ratas não grávidas (Figura 3A) 

desde o desmame até 12 semanas de idade não foi diferente entre os 

grupos de dieta, indicando que a variação no consumo de sal na dieta 

nestes animais não influenciou o peso corpóreo. Durante a gestação, o 

peso corpóreo foi maior (P < 0,05) no grupo HR comparado com o grupo 

HO na última semana de gestação (Figura 3B). 
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Figura 3 – Peso corpóreo das ratas não grávidas (A) e grávidas (B) que receberam dieta 

hipossódica (HO), normossódica (NR), hipersódica (HR) desde a 8ª semana de 

idade. Os valores estão expressos como média e erro padrão da média. 

 

4.2 Peso dos fetos e placentas 
Após a decapitação das ratas grávidas, aproximadamente no 20º dia 

da gestação, os fetos e as placentas foram pesados. 

A figura 4A mostra a influência do consumo de sal sobre o peso dos 

fetos. Observamos que o peso dos fetos é diretamente proporcional ao 

consumo de sal das mães, ou seja, o peso é menor no grupo de mães 

alimentadas com dieta HO e vice-versa. Fetos de mães que receberam HO 

(2,48±0,08; n=105) são menores (P < 0,05) comparados aos fetos de mães 

que receberam dieta NR (2,86±0,07; n=106) e HR (3,01±0,09; n=111). 

O peso das placentas de ratas que receberam dieta HO (0,39±0,01; 

n=105) foi menor (P < 0,05) quando comparado com o peso das placentas 

dos grupos de dietas NR (0,41±0,01; n=106) e HR (0,44±0,01; n=111). Estes 

resultados estão representados na Figura 4B. Para obtenção dos pesos dos 

fetos e das placentas foram utilizadas 8 mães HO, 8 NR e 9 HR. 

B 
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Figura 4 – Massa corpórea dos fetos (A) e massa das placentas (B) das ratas na 3ª semana 

de gestação submetidas à dieta hipossódica (HO), normossódica (NR), 

hipersódica (HR) desde a 8ª semana de idade. Os valores estão expressos como 

média e erro padrão da média. 

 

É importante ressaltar que o número de fetos por mãe não foi diferente 

entre as dietas HO (12,6±0,8; n=11), NR (13,6±0,5; n=11) e HR (12,7±1,2; 

n=9), ou seja, não foi influenciado pelo conteúdo de sódio na dieta. 

 
 
 

B 

A 
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4.3 Consumo de ração, ingestão hídrica e volume urinário 
 O consumo de ração de 24 horas (g/ 24 h) não foi diferente entre os 

grupos de dieta tanto nas ratas não grávidas (HO: 16±1, n=6; NR: 15±1, n=9; 

HR: 15±2; n=10) quanto nas ratas grávidas (HO: 19±1, n=6; NR: 18±1, n=10; 

HR: 18±1; n=10). No entanto, a ingestão hídrica de 24 horas (mL/ 24 h) no 

grupo de ratas não grávidas (HO: 19±1, n=6; NR: 20±1, n=9; HR: 65±10; 

n=10) e grávidas (HO: 26±2, n=6; NR: 33±2, n=10; HR: 88±5; n=10) foram 

maiores (P < 0,05) na dieta HR quando comparado com as demais dietas. O 

mesmo resultado foi observado no volume urinário de 24 horas (mL/ 24 h). 

Ratas não grávidas (HO: 10±1, n=6; NR: 12±1, n=9; HR: 46±7; n=10) e 

grávidas (HO: 11±2, n=6; NR: 16±1, n=10; HR: 71±7; n=10) em dieta HR 

apresentaram maior volume urinário comparado com as dietas HO e NR. 

A ingestão hídrica sofreu influência da gestação, sendo maior (P < 

0,05) em ratas grávidas comparado com ratas não grávidas em todas as 

dietas. Entretanto, o volume urinário foi maior (P < 0,05) na gestação apenas 

nas dietas NR e HR. 

 

4.4 Pressão arterial direta 
 A medida da pressão arterial direta foi realizada por meio do 

cateter implantado na artéria carótida. Apesar dos diferentes conteúdos 

de sal na dieta, ratas não grávidas (HO: 115±6, n=13; NR: 113±4, n=7; 

HR: 121±5; n=7) e grávidas (HO: 98±5, n=8; NR: 105±3, n=10; HR: 

96±5; n=12) não apresentaram diferenças na PAM (mm Hg). Durante a 

gestação, as ratas alimentadas com dieta HR apresentaram menor (P < 

0,05) PAM quando comparado com ratas não grávidas na mesma dieta 

(Figura 5). 
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Figura 5 - Pressão arterial média nas ratas não grávidas (ng) e grávidas (g) submetidas à 

dieta hipossódica (HO), normossódica (NR), hipersódica (HR) desde a 8ª semana de vida. 

Os valores estão expressos como média e erro padrão da média. 

 

4.5 Freqüência cardíaca 
A freqüência cardíaca (bpm) não sofreu influência do consumo de 

sal na dieta e foi maior (P < 0,05) durante a gestação quando 

comparado com o grupo de ratas não grávidas (Figura 6) submetidas às 

dietas HO (não grávidas: 368±19; grávidas: 445±20) ou NR (não 

grávidas: 370±18; grávidas: 447±12). O grupo de ratas em dieta HR 

(não grávidas: 408±34; grávidas: 455±24) não apresentou maior 

freqüência cardíaca durante a gestação. 
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Figura 6 – Freqüência cardíaca nas ratas não grávidas (ng) e grávidas (g) submetidas à 

dieta hipossódica (HO), normossódica (NR) ou hipersódica (HR) desde a 8ª semana de 

idade. Os valores estão expressos como média e erro padrão da média. 

 

4.6 Sensibilidade à insulina 
4.6.1 Glicemia 

A glicemia das ratas do grupo não grávidas e grávidas é mostrada na 

figura 7. 

Não foram verificadas diferenças nas glicemias basais (mg/dL) de 

ratas não grávidas e grávidas submetidas à dieta HO, NR ou HR (Tabela 1). 

Estes resultados nos mostram que a glicemia não foi influenciada pelo 

conteúdo de sal na dieta. No entanto, a glicemia sofreu influência da 

gestação, sendo menor nas ratas grávidas (Figura 7) comparadas às ratas 

do grupo não grávidas em todas as dietas. 
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Figura 7 – Glicemia nas ratas não grávidas (ng) e grávidas (g) submetidas à dieta 

hipossódica (HO), normossódica (NR) ou hipersódica (HR) desde a 8ª semana de vida. 

Os valores estão expressos como média e erro padrão da média. 

 

4.6.2 Insulinemia 
Os resultados da insulina plasmática basal do clamp são mostrados 

na tabela 1. Não foram verificadas diferenças na concentração de insulina 

plasmática basal entre animais submetidos às dietas HO, NR ou HR no 

grupo não grávidas e grávidas (Tabela 1). 

 

 

4.6.3 Consumo periférico de glicose 
 A captação de glicose que representa a sensibilidade à insulina está 

demonstrada na tabela 1 e figura 8. 

Na gestação, as captações de glicose nas dietas HO e NR não foram 

diferentes entre os grupos de dieta. Apesar de não haver diferença 

significante, os resultados de captação de glicose foram menores no grupo 
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de ratas grávidas nas dietas HO e NR quando comparado ao grupo de ratas 

não grávidas nas mesmas dietas. 
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Figura 8 – Captação periférica de glicose nas ratas não grávidas (ng) e grávidas (g) 

submetidas à dieta hipossódica (HO), normossódica (NR) ou hipersódica (HR) desde a 8ª 

semana de vida. Os valores estão expressos como média e erro padrão da média. 
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Tabela 1 – Avaliação da sensibilidade à insulina, insulinemia e glicemia de jejum de ratas Wistar grávidas e não 

grávidas submetidas à dieta hipossódica (HO), normossódica (NR) ou hipersódica (HR) desde a 8ª 

semana de idade. 

 

 Não Grávidas  Grávidas 

 HO NR HR  HO NR HR 

Glicemia (mg/dL) 91±3 94±3 102±4  62±3@ 71±3@ 71±3@ 

Insulinemia basal (ρmoL) 185±35 212±51 112±23  247±62 164±89 175±38 

Captação periférica de glicose 

(mg/kg/min) 
7,6±1,4 9,9±3,9 2,3±1,0 

 
3,8±1,5 5,8±1,2 6,8±1,8 

 

Valores estão expressos como média e erro padrão da média. @ P < 0,05 vs. mesma dieta do grupo não grávidas. 

Cada grupo foi composto por 6 a 13 animais. 
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4.7 Função renal 
4.7.1 Fração de excreção de sódio e potássio 

Os resultados da fração de excreção urinária de sódio confirmam os 

diferentes consumos de sal na dieta nas ratas não grávidas e grávidas 

(Tabela 2 e Figura 9A). A fração de excreção urinária de potássio (Figura 

9B) não foi diferente entre os grupos de dietas e não sofreu influência da 

gestação (Tabela 2). 
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Figura 9 – Fração de excreção de sódio (A) e potássio (B) nas ratas não grávidas e 

grávidas submetidas à dieta hipossódica (HO), normossódica (NR) ou 

hipersódica (HR). Os valores estão expressos como média e erro padrão da 

média. 
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4.7.2 Creatinina, sódio e potássio séricos 
A creatinina sérica e as concentrações séricas de sódio e potássio 

não foram diferentes entre os grupos de dietas e não sofreram influência da 

gestação. Os resultados estão apresentados na tabela 2. 

 

4.7.3 Reabsorção proximal de sódio 
 O clearance de lítio foi realizado para avaliação da reabsorção 

proximal de sódio no túbulo proximal. A reabsorção proximal de sódio não foi 

diferente entre os grupos de dieta e nem durante a gestação. Estes 

resultados estão demonstrados na tabela 2. 
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Tabela 2 – Avaliação da função renal, consumo de ração, ingestão hídrica e volume urinário de ratas Wistar 

grávidas e não grávidas submetidas à dieta hipossódica (HO), normossódica (NR) ou hipersódica (HR). 

 

 Não Grávidas  Grávidas 

 HO NR HR  HO NR HR 

Creatinina sérica (mg/dL) 0,35±0,04 0,43±0,06 0,37±0,03  0,34±0,05 0,53±0,10 0,38±0,03 

Clearance de lítio (mL/min/100g) 0,16±0,06 0,32±0,03 0,22±0,05  0,10±0,01 0,12±0,03 0,16±0,03 

Reabsorção proximal de Sódio (%) 73±21 94±2 80±5  73±6 73±7 77±5 

Fração de excreção Sódio (%) 0,2±0,04 1,3±0,2 6,5±1,2$  0,2±0,03 1,9±0,4 11,3±1,8$ 

Fração de excreção Potássio (%) 11,9±1,6 14,4±1,5 13,7±1,9  13,0±3,5 18,1±2,4 19,9±4,2 

Sódio sérico (mEq/L) 140±5 142±4 133±3  141±1 133±4 129±3 

Potássio sérico (mE/L) 4,4±0,3 4,6±0,3 4,3±0,1  4,3±0,2 4,8±0,2 4,5±0,1 

Valores estão expressos como média e erro padrão da média. $ P < 0,05 vs. HO e NR do mesmo grupo. Cada 

grupo foi composto por 6 a 10 animais. 

_______________________________________________________________________________R
esultados 
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4.8 Sistema renina angiotensina 
4.8.1 Atividade da renina plasmática (ARP) 

A ARP (ng/mL/h) em ratas não grávidas na vigência de dieta HO 

(7,3±1,8; n=8) foi maior (P < 0,05) quando comparada com a dieta HR 

(1,0±0,5; n=8) mas não foi diferente do grupo que recebeu dieta NR 

(4,0±1,1; n=7). Em ratas grávidas na 3ª semana de gestação, a ARP 

(ng/mL/h) também foi maior (P < 0,05) na dieta HO (27,9±5,7; n=6) 

comparado com as dietas NR (12,5±2,2; n=5) e HR (4,8±1,8; n=7). 

A atividade da renina plasmática sofreu influência da gestação, sendo 

maior nas ratas grávidas submetidas às dietas HO (não grávidas: 7,3 ± 1,8; 

grávidas: 27,9 ± 5,7; P < 0,05) e NR (não grávidas: 4,0 ± 1,1; grávidas: 12,5 

± 2,2; P < 0,05), porém não foi diferente na dieta HR (não grávidas: 1,0 ± 

0,5; grávidas: 4,8 ± 1,8) quando comparada com as ratas não grávidas. Os 

resultados da ARP em ratas grávidas e não grávidas estão demonstrados na 

figura 10. 
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Figura 10 – Atividade da renina plasmática em ratas não grávidas (ng) e grávidas (g) que 

receberam dieta hipossódica (HO), normossódica (NR) ou hipersódica (HR) 

desde a 8ª semana de idade. Os valores estão expressos como média e erro 

padrão da média. 
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4.8.2 Atividade da enzima conversora de angiotensina (ECA) 
A atividade da ECA na placenta, rim e coração está demonstrada na 

tabela 3. Não houve diferença da atividade da ECA no soro, rim, coração e 

placenta em resposta à variação no consumo de sal na dieta. Entretanto, a 

atividade da ECA no soro sofreu influência da gestação, apresentando uma 

menor (P < 0,05) atividade neste período quando comparado com o grupo de 

ratas não grávidas na mesma dieta. A atividade da ECA no rim e coração das 

ratas avaliadas não sofreu influência da gestação. 

 



 

 

66

Tabela 3 – Avaliação da atividade da enzima conversora de angiotensina tecidual e plasmática em ratas Wistar 

grávidas e não grávidas submetidas à dieta hipossódica (HO), normossódica (NR) ou hipersódica (HR) desde a 8ª 

semana de idade. 

 

 Não Grávidas  Grávidas 

 HO NR HR HO NR HR2 

Soro (nmol His Leu/min) 96,6±6,7 83,8±3,9 83,5±5,0  61,3±5,5 @ 63,7±3,2 @ 59,9±3,0 @ 

Rim (nmol His Leu/min/mg) 4,0±0,4 4,9±0,6 4,8±1,0 3,4±0,3 3,4±0,5 4,3±0,8 

Coração (nmol His Leu/min/mg) 0,19±0,03 0,27±0,07 0,23±0,03 0,23±0,03 0,16±0,03 0,15±0,03 

Placenta (nmol His Leu/min/mg)    1,7±0,2 2,0±0,2 2,1±0,3 

Valores estão expressos como média e erro padrão da média. @ P < 0,05 vs. mesma dieta do grupo não grávidas. 

Cada grupo foi composto por 8 a 12 animais no grupo não grávidas, 3 a 10 animais no grupo grávidas e 5 animais 

para atividade da ECA na placenta. 
 

 

 

_____________________________________________________________________________R
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4.8.3 Angiotensinas 
As concentrações de angiotensina I (Figura 11A) e angiotensina II 

(Figura 11B) na placenta foram inversamente proporcionais ao conteúdo de 

sal na dieta, ou seja, as ratas em dieta HR (ANG I: 226,6±22,9; ANG II: 

289,4±26,2; n=5) apresentaram menor (P < 0,05) concentração de 

angiotensina I e II na placenta quando comparado às ratas em dieta HO 

(ANG I: 476,1±37,0; ANG II: 409,6±24,1; n=5) e NR (ANG I: 416,1±47,7; 

ANG II: 445,1±21,2; n=5). 

A concentração de angiotensina 1-7 na placenta não foi diferente 

entre os animais que receberam dieta HO (443,5±35,4; n=5), NR 

(469,2±73,1; n=5) ou HR (434,2±41,2; n=5). Estes resultados estão 

demonstrados na figura 11C. 
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Figura 11 - Angiotensina I (A), angiotensina II (B) e angiotensina 1-7 (C) em placentas de 

ratas que receberam dieta hipossódica (HO), normossódica (NR) ou 

hipersódica (HR) desde a 8ª semana de idade. Os valores estão expressos 

como média e erro padrão da média. 

 

A concentração de angiotensina I (ng/mL) no sangue materno não foi 

diferente entre os três grupos de dieta (HO: 70,2±22,6; n=6 - NR: 

51,9±15,1; n=7 - HR: 94,8±3,5, n=4). Resultados semelhantes foram 

obtidos para a concentração de angiotensina II (ng/mL) nos grupos 

B 

C 
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maternos que receberam dieta HO (57,8±5,3; n=6), NR (58,9±8,9; n=7) e 

HR (53,4±13,7; n=4). 

 

4.8.4 Expressão gênica dos componentes do sistema renina 
angiotensina 
A expressão gênica dos componentes do SRA foi quantificada no 

rim (Tabela 4) e coração (Tabela 5) de ratas que receberam diferentes 

conteúdos de sal na dieta desde a 8ª semana de vida até a 12ª semana 

de vida (grupo não grávidas) ou 15ª semana de vida (grupo grávidas). 

Também foi verificada a expressão gênica dos componentes do SRA na 

placenta (Tabela 6) de ratas na terceira semana de gestação. 

No rim, a expressão dos genes de angiotensinogênio, renina, 

ECA e AT1 não foi diferente entre os grupos de dieta nas ratas não 

grávidas. No entanto, nas ratas grávidas foi observada maior (P < 0,05) 

expressão do gene da renina quando comparado com ratas não 

grávidas. A expressão do gene do angiotensinogênio, ECA e AT1 não foi 

diferente entre os grupos de dieta em ratas grávidas e não grávidas. 
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Tabela 4 –Expressão dos genes (unidades arbitrárias) do sistema renina angiotensina no RIM de ratas Wistar 

grávidas e não grávidas submetidas à dieta hipossódica (HO), normossódica (NR) ou hipersódica (HR) desde a 

8ª semana de idade. 

 

 Não Grávidas Grávidas 

 
HO 

(n=5) 

NR 

(n=5) 

HR 

(n=5) 

HO 

(n=5) 

NR 

(n=5) 

HR 

(n=5) 

Angiotensinogênio 

(angiotensinogênio/β-actina)
0,33±0,02 0,37±0,01 0,36±0,01 0,37±0,01 0,38±0,03 0,41±0,03 

Renina (renina/β-actina) 0,31±0,01 0,34±0,01 0,29±0,01 0,43±0,03 @ 0,42±0,01 @ 0,41±0,03 @ 

ECA (ECA/β-actina) 0,09±0,01 0,10±0,01 0,11±0,01 0,10±0,01 0,12±0,01 0,12±0,01 

AT1 (AT1/β-actina) 0,40±0,02 0,40±0,01 0,42±0,02 0,37±0,03 0,39±0,02 0,43±0,03 

AT2 (AT2/β-actina) NA NA NA NA NA NA 

Valores estão expressos como média e erro padrão da média. @ P < 0,05 vs. mesma dieta do grupo não grávidas. 

NA = não avaliado. 

_____________________________________________________________________________R
esultados 
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No coração de ratas não grávidas, a expressão do gene 

angiotensinogênio foi menor (P < 0,05) no grupo que recebeu dieta HR 

comparados com o grupo NR. Foi observado menor (P < 0,05) 

expressão gênica para o gene da renina nos grupos que receberam 

dieta HO e HR quando comparados com o grupo NR. A expressão da 

ECA foi menor (P < 0,05) no grupo HO do que no grupo NR e HR de 

ratas não grávidas. A expressão do gene AT1 e AT2 não foi diferente 

entre os grupos de dieta em ratas não grávidas. 

Na gestação, a expressão do gene do angiotensinogênio, renina, 

ECA, AT1 e AT2 não foi influenciada pelo diferentes conteúdos de sal na 

dieta e não sofreu influência da gestação. Estes resultados estão 

apresentados na tabela 5. 
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Tabela 5 – Avaliação da expressão dos genes (unidades arbitrárias) do sistema renina angiotensina no 

CORAÇÃO de ratas Wistar grávidas e não grávidas submetidas à dieta hipossódica (HO), normossódica (NR) ou 

hipersódica (HR) desde a 8ª semana de idade. 

 

 Não Grávidas  Grávidas 

 
HO 

(n=5) 

NR 

(n=5) 

HR 

(n=5) 

HO 

(n=5) 

NR 

(n=5) 

HR 

(n=5) 

Angiotensinogênio 

(angiotensinogênio/β-actina)
0,26±0,01 0,30±0,02 0,25±0,01 #  0,22±0,02 0,21±0,01 0,22±0,02 

Renina (x 10-2) 

(renina/β-actina) 
3,72±0,09 # 4,24±0,02 3,55±0,05 # 4,48±0,70 4,10±0,12 3,68±0,21 

ECA (ECA/β-actina) 0,11±0,01* 0,15±0,01 0,15±0,01 0,12±0,01 0,12±0,00 0,11±0,01 

AT1 (AT1/β-actina) 0,27±0,02 0,28±0,01 0,26±0,02  0,23±0,01 0,24±0,01* 0,22±0,01 

AT2 (AT2/β-actina) 0,03±0,01 0,03±0,00 0,05±0,01 0,03±0,01 0,03±0,00 0,04±0,01 

Valores estão expressos como média e erro padrão da média. # P < 0,05 vs. NR do grupo não grávidas. * P < 

0,05 vs. NR e HR do grupo não grávidas. 
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Na placenta, a expressão gênica do angiotensinogênio, ECA e 

TNF-α não foi influenciada pelo conteúdo de sal na dieta (Tabela 6). No 

entanto, a expressão do AT1 sofreu influência do consumo de sal, sendo 

maior (P < 0,05) nas placentas de animais que receberam dieta HR 

quando comparada com os grupos HO e NR (Figura 12 e Tabela 6). 

A expressão do gene da renina e do receptor AT2 na placenta 

apesar de ter sido realizada uma quantificação usando 7 μL e 10 μL, 

respectivamente, de cDNA, estes genes não foram detectáveis na 

placenta (Tabela 6). 

 

 

HO NR HR
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

$ P < 0,05 vs. HO e NR

$

n=5 n=5 n=5

Dietas

A
T1

/ β
-a

ct
in

a 
(ID

V)

 
Figura 12 - Expressão do gene (mRNA) do receptor AT1 em placentas de ratas grávidas 

que receberam dieta hipossódica (HO), normossódica (NR) ou hipersódica (HR) 

desde a 8ª semana de idade. Os valores estão expressos como média e erro 

padrão da média. 
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Tabela 6 – Avaliação da expressão dos genes (unidades arbitrárias) do sistema renina 

angiotensina e TNF-α em PLACENTAS de ratas Wistar submetidas à dieta hipossódica (HO), 

normossódica (NR) ou hipersódica (HR) desde a 8ª semana de idade. 

 

 Dietas 

 
HO 

(n=5) 

NR 

(n=5) 

HR 

(n=5) 

Angiotensinogênio (angiotensinogênio/β-actina) 0,83±0,06 0,84±0,06 0,69±0,03 

Renina (renina/β-actina) ND ND ND 

ECA (ECA/β-actina) 0,54±0,03 0,55±0,04 0,52±0,03 

AT1 (AT1/β-actina) 0,59±0,01 0,59±0,01 0,70±0,02 $

AT2 (AT2/β-actina) ND ND ND 

TNF-α (TNF-α/β-actina) (n=10 em cada dieta) 0,82±0,06 0,85±0,05 0,89±0,04 

Valores estão expressos como média e erro padrão da média. Para a expressão de TNF-α 

foram utilizados 10 animais. $ P < 0,05 vs. HO e NR. ND = não detectável. 
 

____________________________________________________________________________R
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4.9 Fluxo sangüíneo 
4.9.1 Fluxo sangüíneo uterino, placentário e renal 

O fluxo sangüíneo foi avaliado no 19º ou 20º dia de gestação em 

ratas que receberam dieta HO, NR e HR e estão demonstrados na tabela 7. 

 Não foram verificadas diferenças no fluxo sangüíneo placentário e 

renal nos diferentes grupos de dieta. O fluxo sangüíneo uterino foi maior (P 

< 0,05) no grupo que recebeu dieta HR comparado com os grupos HO e 

NR (Tabela 7). 

 

4.9.2 Débito cardíaco e resistência vascular periférica 
 A resistência vascular periférica foi menor (P < 0,05) no grupo HR 

comparado com o grupo que recebeu dieta HO e o débito cardíaco (P < 

0,05) foi maior no grupo HR comparado com os grupos HO e NR. 

Os resultados estão demonstrados na tabela 7. 
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Tabela 7 – Fluxo sangüíneo placentário, uterino e renal e resistência vascular periférica e 

débito cardíaco em ratas Wistar grávidas submetidas à dieta hipossódica (HO), 

normossódica (NR) ou hipersódica (HR) desde a 8ª semana de idade. 

 

 Dietas 

 
HO 

(n=5) 

NR 

(n=4) 

HR2 

(n=4) 

Placentário (mL/min/g) 0,74±0,11 0,94±0,23 0,60±0,16 

Uterino (mL/min/g) 0,28±0,05 0,35±0,05 0,68±0,13$ 

Renal direito (mL/min/g) 2,14±0,19 2,80±0,34 2,87±0,33 

Renal esquerdo (mL/min/g) 2,24±0,21 2,62±0,30 3,12±0,34 

Resistência vascular periférica (mm Hg/mL.min-1) 2,23±0,31 1,68±0,21 1,12±0,27**

Débito cardíaco (mL/min) 42,3±4,0 58,1±4,8 108,7±21,2$

Massa renal esquerda (g/g) 0,27±0,01 0,28±0,01 0,38±0,02$ 

Valores estão expressos como média e erro padrão da média. ** P < 0,05 vs. HO. $ P < 

0,05 vs. HO e NR. 

_____________________________________________________________________________R
esultados 
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4.10 Índice de peroxidação lipídica 
 A peroxidação lipídica foi maior em placentas de ratas que receberam 

dieta HR (0,53±0,03; n=6) comparado com placentas de ratas em dieta HO 

(0,42±0,03; n=4) ou NR (0,34±0,03; n=5). Os resultados estão demonstrados 

na figura 13. 
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Figura 13 - Índice de peroxidação lipídica em placentas de ratas que receberam dieta 

hipossódica (HO), normossódica (NR) ou hipersódica (HR) desde a 8ª semana de 

idade. Os valores estão expressos como média ± erro padrão. 

 
4.11 Imuno-histoquímica para Bax 

Apesar do número maior de células positivas para Bax em placentas 

de ratas que receberam dieta HR (25,4±7,3; n=5), não houve diferença 

estatisticamente significante quando comparado com os grupos HO 

(12,0±1,7; n=6) e NR (18,5±4,0; n=5) (Figura 14). Estes resultados mostram 

que o conteúdo de sódio na dieta não influenciou a quantificação de Bax 

neste tecido. 
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Figura 14 - Quantificação de Bax em placentas de ratas que receberam dieta hipossódica 

(HO), normossódica (NR) ou hipersódica (HR) desde a 8ª semana de idade. Os 

valores estão expressos como média ± erro padrão. 
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Figura 15 - Expressão de Bax em placentas de ratas que receberam dieta hipossódica (HO), 

normossódica (NR) ou hipersódica (HR) desde a 8ª semana de idade. Aumento 

de 100x. 

 
 
 
 

HO NR 

HR Controle negativo 



____________________________________________________________________Resumo dos Resultados 

 

80

5 RESUMO DOS RESULTADOS 
 

Os principais resultados encontrados no presente estudo foram: 

 

1 – Ratas submetidas à restrição de sal apresentaram menor peso da 

placenta e dos fetos, menor fluxo sangüíneo uterino e maior resistência 

periférica vascular. 

2 – Ratas submetidas à sobrecarga de sal apresentaram maior peso da 

placenta, supressão do SRA, maior fluxo sangüíneo uterino e maior indício 

de estresse oxidativo na placenta. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 



________________________________________________________________________________Discussão 

 

81

6 DISCUSSÃO 
 

O presente estudo avaliou o efeito da sobrecarga e restrição de sal na 

dieta em ratas grávidas sobre o peso corpóreo, pressão arterial, função 

renal, sensibilidade à insulina, sistema renina-angiotensina, fluxo sangüíneo 

uterino e estresse oxidativo. Estas verificações poderiam explicar os 

fenômenos observados na prole na vida adulta em estudos anteriores 

realizados em nosso Laboratório, nos quais a mãe recebeu sobrecarga ou 

restrição de sal durante a gravidez. 

Os principais achados deste estudo foram o menor peso da placenta 

e do feto de mães que receberam dieta hipossódica, indicando que a 

variação no consumo de sal na dieta leva à restrição de crescimento intra-

uterino da prole, confirmando fenômeno já observado anteriormente por 

Vidonho et al. (2004) na prole de mães que receberam a dieta hipossódica. 

Na idade adulta, esta prole tem resistência à insulina (Vidonho et al., 2004) 

que pode ser decorrente do baixo peso ao nascimento. A associação entre 

baixo peso ao nascimento e resistência à insulina já é conhecida há alguns 

anos (Li et al., 2001; Barker et al., 1993), no entanto, em nenhum dos 

estudos nos quais se demonstrou esta associação o modelo avaliado foi a 

restrição crônica de sal na dieta. 

O peso corpóreo de ratas não grávidas não foi influenciado pela 

variação no consumo de sal na dieta. Além disso, foi verificado que o 

consumo de ração não foi diferente entre os grupos de dieta. Estes 

resultados de peso corpóreo corroboram os achados anteriores de nosso 

Laboratório (Silva et al, 2003; Vidonho et al., 2004). Entretanto, o grupo de 

ratas grávidas teve seu peso influenciado pelo conteúdo de sal na dieta na 

3ª semana de gestação. Na terceira semana de gestação, ratas que 

receberam dieta hipersódica apresentaram maior peso corpóreo do que 

ratas que se alimentaram com dieta hipossódica. O maior peso corpóreo em 

ratas que consumiram dieta hipersódica não foi acompanhado por um 

aumento na ingestão alimentar. Há que se lembrar que a ingestão alimentar 

foi avaliada durante a segunda semana de gestação e o maior peso 
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corpóreo foi observado na terceira semana de gestação. Uma possível 

explicação para peso corpóreo maior sem incremento no consumo de ração 

é um menor gasto energético neste grupo de animais. Estudos adicionais 

são necessários para verificação desta hipótese. Neste grupo de animais, o 

consumo hídrico foi maior como esperado devido à alta concentração de sal 

na dieta. 

Como esperado, neste estudo, as ratas grávidas que receberam dieta 

hipersódica apresentaram maior diurese e natriurese, resultados estes já 

observados na literatura (Carvalho et al., 1998). Estes resultados 

demonstram que as ratas grávidas foram capazes de manter o equilíbrio 

hidro-eletrolítico que ocorre em gravidez normal mesmo quando submetidas 

à dieta com sobrecarga de sal. Alguns fatores, tais como aldosterona e 

peptídeo natriurético atrial contribuem para a homeostase do sódio e da 

água. A associação entre o peptídeo natriurético atrial plasmático e 

sobrecarga de sal ainda é matéria controversa (Penner et al., 1990; Makino 

et al., 1996; Wolf e Kurtz, 1997). Deloof et al. (2000) observaram que a 

ingestão alta de sal não modifica a concentração de peptídeo natriurético 

atrial plasmático e a densidade e afinidade aos seus receptores, entretanto a 

concentração de aldosterona está diminuída. Este estudo sugere que o 

peptídeo natriurético atrial não está envolvido na regulação do balanço 

eletrolítico em resposta a sobrecarga de sal na dieta. 

O alto consumo de sal na dieta tem sido implicado na patogênese da 

hipertensão, particularmente em indivíduos sal-sensíveis e a restrição de sal 

é freqüentemente recomendada para controle da hipertensão arterial. No 

presente estudo, a pressão arterial direta em ratas grávidas e não grávidas 

não foi influenciada pelo conteúdo de sal. No entanto, houve uma tendência 

a maior pressão arterial no grupo de ratas não grávidas que recebeu dieta 

hipersódica. Uma possível explicação para ausência de efeito pressórico 

seria que o período de sobrecarga de sal foi curto. Outra possível explicação 

seria que o início do período de exposição à dieta não ocorreu em fases 

precoces da vida uma vez que estudo anterior realizado neste Laboratório 

mostrou que ratas que receberam dieta hipersódica desde o desmame 
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apresentaram um incremento da pressão arterial com 12 semanas de vida 

(Patriarca et al., 2004). 

Durante a gestação, tanto em humanos e ratos, ocorrem adaptações 

hemodinâmicas e fisiológicas maternas que são caracterizadas por queda da 

pressão arterial (Slangen et al., 1997) e resistência periférica total, 

juntamente com aumento do débito cardíaco e volume extracelular. No 

presente estudo, foi observado menor pressão arterial durante a gestação 

em ratas HR comparada com o grupo de ratas não grávidas na mesma 

dieta. As alterações hemodinâmicas e vasculares durante a gestação normal 

têm sido atribuídas em parte à síntese aumentada de óxido nítrico por várias 

células, incluindo as células endoteliais (Williams et al., 1997). O SRA está 

ativado (Bédard et al., 2005), no entanto a resistência vascular periférica 

está diminuída durante a gravidez (St-Louis et al., 2006). Isto é decorrente 

de um menor efeito da angiotensina II sobre os receptores AT1. O presente 

estudo não foi desenhado para avaliar mecanismos de queda da pressão 

arterial durante a gestação. Por isso, estudos adicionais são necessários 

para entender melhor a ausência de queda pressórica durante a gestação 

nos grupos de ratas alimentadas com dieta normo ou hipossódica. 

Interessantemente, o mecanismo que leva ao menor peso da placenta 

e do feto na vigência de dieta HO não é decorrente da menor pressão 

arterial neste grupo, uma vez que não houve diferenças de pressão arterial 

entre os três grupos de dieta. Possivelmente, a resistência periférica 

vascular aumentada neste grupo seria responsável por este fenômeno. 

A variação do conteúdo de sal na dieta também não influenciou a 

freqüência cardíaca nos grupos de ratas grávidas e não grávidas. Entretanto, 

a freqüência cardíaca foi maior em gestantes do que em não gestantes nos 

grupos hipossódico e normossódico. Resultado semelhante foi observado 

nos grupos de animais em diata hipersódica, mas sem atingir significância 

estatística. Este efeito da gestação sobre a freqüência cardíaca já era 

conhecido (Slangen et al., 1997). A ausência de maior freqüência cardíaca 

no grupo de ratas gestantes que recebeu a dieta hipersódica sugere que o 

excesso de sal interferiu na regulação da freqüência cardíaca durante a 
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gestação, possivelmente devido ao menor tônus simpático ou maior 

atividade vagal. 

A gestação é caracterizada como um estado de resistência à insulina 

onde ocorre um aumento da concentração basal de insulina devido à 

diminuição da sensibilidade em tecidos periféricos alvos da ação da insulina 

(Leturque et al., 1984). Foi verificado que a dieta hipossódica induz a 

resistência à insulina tanto em ratos machos (Prada et al., 2000) como em 

fêmeas (Patriarca et al., 2004) e também na prole adulta de mães que 

receberam a dieta hipossódica durante a gestação (Vidonho et al., 2004). No 

presente estudo, não houve efeito da gestação e da restrição no consumo 

de sal sobre resistência à insulina. Uma possível explicação para este 

achado poderia ser a duração da restrição de sal que não foi suficiente ou 

porque o início da dieta não ocorreu em fases precoces da vida, uma vez 

que Prada et al. (2000) avaliaram em machos com 12 semanas e Patriarca 

et al. (2004) em fêmeas com 18 semanas de idade e o início da oferta da 

dieta ocorreu desde o desmame. A menor sensibilidade à insulina 

relacionada à restrição de sal é assunto contraditório na literatura. Ogihara et 

al. (2001, 2002) verificaram que a sobrecarga e não a restrição de sal na 

dieta é responsável pela resistência à insulina em ratos Sprague Dawley e 

em ratos Dahl sensíveis. Nestes estudos a dieta hipersódica foi introduzida 

tardiamente, semelhantemente ao realizado no presente trabalho. Estudos 

adicionais são necessários para esclarecer a relação entre a sensibilidade à 

insulina e variação do consumo de sal em diferentes períodos. 

A insulinemia e a glicemia também foram avaliadas antes do clamp 

para verificar a sensibilidade à insulina. No presente estudo, não foram 

verificadas diferenças de insulina plasmática basal entre as dietas nos 

grupos de ratas grávidas e não grávidas. Além disso, a concentração 

plasmática de insulina apresentou uma variabilidade grande e uma possível 

explicação seria a duração do jejum que foi de apenas seis horas. Ayala et 

al. (2005) mostraram que camundongos submetidos a um período de 18 

horas de jejum apresentaram resultados de insulinemia com menor 

variabilidade. No presente estudo, a glicemia basal, avaliada tanto em ratas 
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grávidas quanto não grávidas, não foi influenciada pelos diferentes 

conteúdos de sal na dieta. Entretanto, em ratas grávidas foi observado uma 

menor glicemia basal quando comparado com as ratas não grávidas, 

independente do conteúdo de sódio na dieta e isto está de acordo com os 

resultados da literatura (Munoz et al., 1995). Esta menor glicemia em ratas 

grávidas é provavelmente devido à utilização da glicose pelo feto e podendo 

ocorrer hipoglicemia em animais em jejum devido à falta de resposta 

apropriada ao glucagon verificado por Saudek et al. (1975). 

Além das adaptações maternas já citadas anteriormente que ocorrem 

durante a gestação, observa-se também aumento da filtração glomerular, do 

fluxo sangüíneo renal (Duvekot e Peeters, 1994) e da retenção de sódio, 

particularmente na última semana de gestação, período em que ocorre o 

crescimento máximo do feto (Wallace et al., 2004). Neste estudo, a 

concentração de creatinina sérica não foi diferente entre  ratas não grávidas 

e grávidas nos três grupos de dieta, permitindo inferir que a função renal não 

foi influenciada pelos diferentes conteúdos de sódio na dieta. A excreção 

urinária de sódio maior no grupo de ratas submetidas à dieta HR comprova o 

maior consumo de sal neste grupo de ratas. A excreção urinária de potássio 

e a reabsorção de sódio proximal, avaliada pelo clearance de lítio, não foram 

diferentes entre os grupos de dieta. Este resultado associado a maior 

excreção urinária de sódio indica que a reabsorção distal de sódio está 

diminuída neste grupo de animais. O inverso ocorreu nas ratas que 

receberam restrição de sal na dieta. 

No presente estudo, a expressão gênica do TNF-α e a quantificação 

do gene pró-apoptótico Bax em placentas de ratas não foram diferentes 

entre os três grupos de dieta. O TNF-α é responsável por limitar as 

propriedades invasivas no início da gestação e estimular a apoptose no 

trofoblasto próximo ao parto (Hauguel-de-Mouzon e Guerre-Millo, 2006). 

Desta forma, os nosso resultados não confirmam os resultados da literatura 

onde é observado um menor crescimento da placenta por aumento de 

apoptose na fase de crescimento associado a baixo peso ao nascimento. É 
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possível que a ausência de confirmação de observações prévias seja 

decorrente do modelo experimental avaliado no presente estudo. 

O SRA tem papel importante na manutenção do tônus vascular e 

balanço hidro-eletrolítico. A atividade biológica do SRA é mediada 

principalmente pelo octapeptídeo angiotensina II através de sua ligação e 

ativação dos receptores transmembrânicos acoplados à proteína G, os 

receptores AT1 e AT2. O receptor do subtipo AT1 medeia a maioria dos 

efeitos clássicos da angiotensina II como vasoconstrição e homeostase 

hidro-eletrolítica enquanto estudos sugerem que o subtipo AT2 apresenta 

efeitos opostos ao do receptor AT1 (Zheng et al., 2005). Portanto, para 

verificar o efeito do sal sobre o SRA durante a gestação, o sistema SRA foi 

estudado em ratas grávidas e não grávidas. A atividade de renina plasmática 

foi maior nas ratas que receberam dieta hipossódica e menor nas ratas em 

dieta hipersódica comparado com grupo normossódico de não grávidas, o 

que está de acordo com a literatura, tanto em ratos machos quanto em 

fêmeas (Prada et al., 2000; Beausejour et al., 2003). A maior PRA observada 

em ratas em dieta hipossódica sugere uma diminuição de sódio tubular na 

mácula densa, resultando em liberação de renina das células 

justaglomerulares. Recentemente, foi demonstrado em ratas que a atividade 

da renina plasmática e a concentração de aldosterona aumentam durante a 

gravidez (Bédard et al., 2005). No presente estudo, observações similares 

foram relatadas, onde a atividade da renina plasmática, no final da gestação, 

foi maior em todos os grupos de dieta comparada com o grupo de ratas não 

grávidas. Estes achados também confirmam os resultados obtidos por 

Beausejour et al. (2003) onde estes autores demonstraram que a dieta 

hipossódica está associada com uma maior ativação do SRA uma vez que a 

atividade da renina plasmática já se encontra aumentada na gravidez. Estes 

dados indicam que a gravidez é capaz de ativar o SRA nas dietas 

hipossódica e normossódica, enquanto que na dieta hipersódica, a ativação 

do SRA não foi observada, sugerindo uma supressão deste sistema causado 

pela sobrecarga de sal na dieta. Está bem descrito na literatura que tanto a 

concentração plasmática de renina quanto de aldosterona está aumentada 
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durante a gestação para favorecer a retenção de sódio e conseqüentemente 

retenção de água, que é um dos mecanismos da expansão volêmica na 

gravidez (Shah, 2005). 

A atividade da ECA no coração, rim, placenta e no soro das ratas 

grávidas e não grávidas também foi estudada para avaliar o SRA. Não foi 

observada diferença na atividade da ECA entre os três grupos de dieta 

nestes tecidos e no soro. No entanto, a atividade da ECA no soro foi menor 

durante a gestação nos três grupos de dietas comparada com o grupo de 

ratas não grávidas. É importante ressaltar que a menor atividade da ECA no 

soro foi acompanhada por maior atividade da renina plasmática durante a 

gestação sugerindo um feedback positivo. Este resultado é interessante, pois 

Bolterman et al. (2005) observaram que ratos espontaneamente hipertensos 

(SHR) tratados com captopril, um inibidor da ECA, apresentaram aumento da 

atividade da renina plasmática. Em um outro estudo, Harris (2003) mostrou 

que administração de inibidores da ECA ou antagonistas do receptor AT1 

resulta em aumento da expressão do gene e proteína da renina no rim. A 

partir dos resultados do presente estudo, podemos inferir que o conteúdo de 

sal na dieta influencia a atividade da renina plasmática, enquanto que a 

atividade da ECA não é influenciada, tanto em ratas grávidas como não 

grávidas. 

A concentração de angiotensina I e II avaliada na placenta foi menor 

em animais submetidos à dieta hipersódica comparado com os outros grupos 

de dieta. Esta menor concentração de angiotensina I e II na placenta pode 

ser associada à diminuição da atividade da renina plasmática nestes animais, 

uma vez que a renina tem sua produção modulada pela oferta de sódio na 

mácula densa. Como a atividade da ECA e a expressão gênica do substrato 

para angiotensina, o angiotensinogênio, não foram diferentes na placenta, 

podemos inferir que estes não são os fatores limitantes para a síntese de 

angiotensina II. Um resultado interessante, é que as concentrações de 

angiotensina I e II na placenta foram maiores que as concentrações 

plasmáticas, sendo maior na dieta hipossódica e normossódica do que na 

dieta hipersódica. Isto sugere que há uma produção local de angiotensina I e 
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II e exclui a contaminação pelo plasma, o que está de acordo com os 

resultados de Ingert et al. (2002). Além disso, foi observado neste estudo que 

a concentração de angiotensina 1-7 na placenta não foi diferente entre os 

grupos de dieta. Apesar da concentração de angiotensina II placentária ser 

menor na dieta hipersódica, o mesmo não ocorreu com a angiotensina 1-7 

cujo conteúdo na placenta foi semelhante as demais dietas. Este resultado 

pode ser indicativo de que a via de síntese de angiotensina 1-7 é diferente 

entre os três grupos experimentais. Um mesmo conteúdo de angiotensina 1-

7 na vigência de menor conteúdo de angiotensina II na placenta pode ser 

uma explicação para o maior fluxo útero-placentário detectado neste grupo. 

A avaliação da expressão dos genes do SRA também foi realizada em 

coração, rim e placenta de ratas grávidas e não grávidas que receberam 

diferentes conteúdos de sal na dieta. No coração de ratas não grávidas, a 

expressão do gene angiotensinogênio estava diminuída na dieta hipersódica 

e a expressão gênica da renina também estava diminuída nas ratas que 

receberam dieta hipersódica e hipossódica. No rim, a expressão gênica da 

renina foi maior no grupo de ratas grávidas comparada com o grupo de ratas 

não grávidas, independente do conteúdo de sal na dieta. Este resultado é 

interessante, pois a expressão gênica de renina aumentada correlacionou-se 

com o aumento da atividade de renina plasmática na gestação. 

A expressão do gene do receptor AT1 na placenta foi maior nas ratas 

grávidas que receberam dieta hipersódica, o que está de acordo com os 

resultados de Nickenig et al.(1998) onde se observa aumento da expressão 

gênica do receptor AT1 vascular na vigência de dieta hipersódica e também 

em córtex renal observado por Stewen et al. (2003). Esta maior expressão 

do gene do receptor AT1 na placenta, em ratas submetidas à dieta 

hipersódica, pode ser conseqüência da menor concentração de angiotensina 

II neste tecido, semelhantemente ao observado por Wang e Du (1998) em 

artérias aorta e mesentérica de ratos submetidos a dieta hipersódica. Não foi 

observada diferença na expressão do gene do receptor AT1 na placenta de 

ratas submetidas à dieta hipossódica comparado às ratas alimentadas com 

dieta normossódica. Este resultado está de acordo com o estudo de Bédard 
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et al. (2005) onde também não é observada a diferença da expressão gênica 

do receptor AT1 na placenta de ratas submetidas à dieta hipossódica 

comparada com a dieta normossódica. 

A angiotensina II pode ter papel importante no controle da circulação 

feto-placentária via ativação do receptor AT1 e conseqüentemente no 

crescimento fetal. Foi recentemente demonstrado que angiotensina II pode, 

via ativação de AT1, aumentar a expressão de fatores de crescimento 

epidermal vascular (VEGF) (Kang et al., 2006). Este fator tem papel 

importante no remodelamento da vasculatura útero-placentária e feto-

placentária. Além disso, a angiotensina II estimula a liberação do hormônio 

lactogênico placentário via receptor AT1. Baseado nestas considerações, a 

restrição de sal durante a gestação em ratas poderia diminuir a expressão 

protéica do receptor AT1 na placenta, levando à diminuição da síntese de 

VEGF e hormônio lactogênico placentário, impedindo o crescimento 

vascular, circulação feto-placentária e crescimento fetal o que pode ter 

refletido no menor peso da placenta e do feto, observado no presente 

estudo. 

A não detecção da expressão gênica do receptor AT2 na placenta 

observado neste estudo está de acordo com os resultados de Cooper et al. 

(1999) que não detectaram expressão de mRNA do receptor AT2 em 

placentas humanas. Bédard et al. (2005) também mostraram que mesmo não 

sendo detectável a expressão gênica do receptor AT2 na placenta de ratas, 

verificaram que a expressão protéica do receptor AT2 está presente neste 

tecido. Isto sugere que o receptor AT2 pode ser sintetizado mesmo quando 

não há detecção da expressão deste gene na placenta. 

Está bem estabelecido que a gestação está associada com aumento 

da reatividade do sistema arterial uterino aos vasoconstritores. Os vasos 

sangüíneos de ratas tornam-se mais calibrosos por mecanismos de 

hipertrofia e hiperplasia durante a última semana de gestação. Estas 

alterações estruturais são acompanhadas por modulação na reatividade 

vascular que podem então acomodar o aumento no fluxo sangüíneo para a 

artéria uterina, ajudando no crescimento fetal. St-Louis et al. (2006) 
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sugeriram que a diminuição do peso da unidade feto-placentário observada 

em ratas que receberam dieta hipossódica durante a última semana de 

gestação deve-se ao menor diâmetro, maior tensão e maior reatividade 

vascular a angiotensina II na parede da artéria arqueada, que pode levar a 

um menor fluxo sangüíneo uterino. Além disso, McMillen et al. (2005) 

descrevem que a diminuição do fluxo uterino reduz a disponibilidade de 

macro-nutrientes para o feto, dificultando seu crescimento e levando a 

anormalidades na função cardiovascular, metabólica e endócrina tanto no 

período pré-natal quanto perinatal. No presente estudo, foi avaliado o fluxo 

sangüíneo uterino em ratas grávidas. Observamos menor fluxo sangüíneo 

uterino e maior resistência vascular em ratas grávidas que receberam dieta 

hipossódica comparado com o grupo da dieta hipersódica. É plausível sugerir 

que esta resistência vascular aumentada com restrição de sal levou a um 

menor diâmetro da artéria arqueada, diminuindo o fluxo sangüíneo uterino o 

que pode ter contribuído para o menor peso placentário e conseqüentemente 

menor peso do feto, encontrado neste presente estudo. 

Além da restrição de crescimento intra-uterino encontrado neste 

estudo, outros trabalhos observaram fenômenos como hiponatremia, 

diminuição do diâmetro da artéria arqueada, menor reatividade vascular, 

ativação do SRA na vigência de dieta hipossódica durante apenas a última 

semana de gestação (Beausejour et al., 2003; Bédard et al., 2005; St-Louis 

et al., 2006). Deve-se ressaltar que os autores utilizaram dieta com conteúdo 

de sal de 0,03%, diferindo do nosso estudo onde foi utilizada dieta contendo 

0,06% de sódio. Foi demonstrado por Ganguli et al. (1969) que o conteúdo 

mínimo de sal na dieta para um desenvolvimento normal do rato é de 0,05% 

de sódio, sendo que uma dieta contendo 0,03% de sódio durante a fase fértil 

da rata não altera o tamanho da prole, entretanto o peso da prole ao 

nascimento foi afetado pelo baixo conteúdo de sal na dieta. Toal e Leenen 

(1983) observaram também que a quantidade mínima exigida de sódio 

durante a gravidez para o desenvolvimento normal do feto é de 0,06%. Estes 

resultados mostram que os fenômenos observados no presente estudo não 
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são causados pela insuficiente oferta de sódio para um crescimento normal 

do feto. 

O fluxo sangüíneo uterino foi maior no grupo de ratas que recebeu 

dieta hipersódica durante a gestação, associado ao maior débito cardíaco e 

menor resistência vascular periférica encontrado nestes animais. Um outro 

fator que pode ter contribuído para o maior fluxo sangüíneo observado 

nestes animais é a diminuição tanto da reatividade da artéria uterina a 

angiotensina II como da tensão na parede uterina na vigência da dieta 

hipersódica (St-Louis et al., 2006). Assim sendo, nossos achados revelam 

que a sobrecarga e restrição de sal na dieta têm efeitos opostos no fluxo 

sangüíneo uterino talvez devido às diferentes propriedades mecânicas das 

artérias arqueadas uterinas durante a gestação, como investigado por St-

Louis et al. (2006). 

O fluxo sangüíneo placentário não foi diferente entre os três grupos de 

dieta, entretanto foi um resultado interessante, mas para o qual ainda não 

temos uma interpretação adequada. Uma possível explicação para este 

resultado é que animais em dieta hipersódica e normossódica possuem 

mecanismos compensatórios para aumentar o fluxo uterino em gestação 

com maior número de filhotes (resultados não apresentados). Entretanto, no 

grupo de dieta hipossódica não foi observada esta compensação, podendo 

comprometer o crescimento fetal durante a gestação e causando baixo peso 

da prole ao nascimento. 

A gravidez por si é um estado de estresse oxidativo por aumento na 

produção de radicais livres (Wisdom et al., 1991), principalmente o 

superóxido e o peroxinitrito. A produção excessiva de radicais livres pela 

placenta pode afetar a função placentária por alterar a proliferação e 

diferenciação trofoblástica e a reatividade vascular contribuindo para a 

patogênese da pré-eclâmpsia e da restrição de crescimento intra-uterino 

(Myatt e Cui, 2004). No presente estudo, a peroxidação lipídica foi utilizada 

como marcador de estresse oxidativo em placentas. Esta peroxidação 

lipídica é produzida principalmente na placenta devido à ruptura da 

membrana pelas espécies reativas de oxigênio. A peroxidação lipídica foi 
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maior em placentas de mães que receberam dieta hipersódica comparado 

com as dietas HO e NR, sugerindo um estresse oxidativo nestas placentas. 

Um outro estudo do nosso Laboratório vem corroborar com este resultado 

onde é observado maior concentração plasmática de nitrato e nitrito em 

ratos machos que receberam dieta hipersódica (Ruivo et al., 2006). Além 

disso, é conhecido que a sobrecarga de sal na dieta aumenta a liberação de 

radicais livres tais como o superóxido (Lenda et al., 2000; Zhu et al., 2004). 

É descrito na literatura que uma produção aumentada de superóxido pode 

levar a diminuição de óxido nítrico devido à maior formação de peroxinitrito, 

um radical livre altamente reativo e responsável por peroxidação nas 

membranas lipídicas (Lenda et al., 2000). Portanto, maior concentração 

plasmática de nitrato e nitrito nos animais submetidos à dieta hipersódica 

poderia explicar o maior estresse oxidativo em placentas de ratas em dieta 

hipersódica. Como hipótese, o aumento da expressão gênica do receptor 

AT1 nestas placentas pode ser outro mecanismo responsável pelo aumento 

do estresse oxidativo. No entanto, estes comentários são especulativos e 

merecem ser investigado no modelo de restrição e sobrecarga de sal na 

dieta durante a gestação. 

Como já mencionado previamente, a menor massa placentária e dos 

fetos de mães alimentadas com dieta hipossódica é, possivelmente, 

decorrente de um hipofluxo útero-placentário. Lopes et al. (2005) 

observaram que o SRA não é o responsável pelo baixo peso ao nascimento 

da prole de mães que receberam dieta hipossódica. Estes autores 

demonstraram que o peso da prole de mães que receberam dieta 

hipossódica juntamente com bloqueador de receptor AT1 ou inibidor da 

ECA, durante a gestação, apresentaram menor peso ao nascimento 

comparado com a prole de mães que receberam apenas dieta hipossódica, 

ou seja, sem tratamento. 

Por outro lado, na vigência de sobrecarga de sal na dieta foi 

observado maior peso da placenta, supressão do sistema renina 

angiotensina circulante e placentário com um aumento na expressão gênica 

do receptor AT1, levando a um aumento no fluxo sangüíneo uterino e maior 
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estresse oxidativo. Neste contexto, os presentes resultados podem elucidar  

o aumento da pressão arterial na vida adulta da prole de mães que 

receberam dieta hipersódica observado em nosso Laboratório por Silva et al. 

(2003). Além disso, estes resultados reforçam o achado de Barker et al. 

(1990) onde estes autores mostraram uma correlação positiva entre peso da 

placenta e pressão arterial em humanos na vida adulta. McCrabb et al. 

(1991) observaram maior peso da placenta em ovelhas que sofreram 

restrição alimentar durante a metade da gestação sem alteração no peso do 

feto. 

Os resultados encontrados neste estudo evidenciam que tanto a 

sobrecarga como a restrição de sal na dieta causa alterações na gestação 

que podem repercutir em desenvolvimento de doenças na vida adulta da 

prole. 
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7 CONCLUSÕES 
 

Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que 

modificações no conteúdo de sal na dieta, durante a gestação, estão 

associados com alterações no peso da placenta e do feto. 

Evidências deste estudo sugerem que o baixo peso dos fetos e das 

placentas de mães que consumiram dieta hipossódica durante a gestação é 

decorrente de hipoperfusão do complexo útero-placentário. Outros estudos 

são necessários para explicar o mecanismo responsável por estes 

resultados, porém, podemos afirmar que este mecanismo independe do 

SRA. 
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8 ANEXOS 
 
Placenta  

Gene β-actina ECA Renina Angiotensinogênio AT1 AT2 

Fornecedor IDT IDT Wmed 1 Invitrogen Invitrogen Imprint 

Quantidade 
de cDNA 

1 μL 1 μL 7 μL 1 μL 1 μL 10 μL 

Temperatura 
Anelamento 

57,2ºC 52,8ºC 57,8ºC 55ºC 61ºC 60ºC 

Ciclos 25 35 40 30 30 40 

Coração 

Gene β-actina ECA Renina Angiotensinogênio AT1 AT2 

Fornecedor IDT IDT Wmed 1 Invitrogen Invitrogen Imprint 

Quantidade 
de cDNA 

1 μL 2 μL 7 μL 2 μL 1 μL 7 μL 

Temperatura 
Anelamento 

57,2ºC 52,8ºC 58ºC 55ºC 61ºC 60ºC 

Ciclos 30 35 40 40 30 40 

 

Rim 
Gene β-actina ECA Renina Angiotensinogênio AT1 AT2 

Fornecedor IDT IDT Wmed 1 Invitrogen Invitrogen Imprint 

Quantidade 
de cDNA 

1 μL 2 μL 1 μL 1 μL 1 μL 1 μL 

Temperatura 
Anelamento 

57,2ºC 52,8ºC 51,5ºC 55ºC 61ºC 60ºC 

Ciclos 30 30 35 30 35 40 
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Gene Seqüência dos Primers 
Tamanho  
produto 

(as) 5` TAC TCC TGC TTG CTG ATC CAC AT-3` 
β-actina 

(s) 5` TAT GCC AAC ACA GTG CTG TCT GG-3` 
331 bp 

(as) 5` TCA TCG TTC CTG AAG GGA TTC-3` 
Renina 

(s) 5` CAT TAC CAG GGC AAC TTT CAC-3` 
332 bp 

(as) 5` TAG ATG GCG AAC AGG AAC GG-3` 
Angiotensinogênio 

(s) 5` AGC ACG ACT TCC TGA CTT GG-3` 
313 bp 

(as) 5` ATG TCG TAA ATG TTC TCC-3` 
ECA 

(s) 5` ACA GCT ATA ACT CGA GTG-3` 
746 bp 

(as) 5` TCG GAT CCG CAC AAT CGC CAT AAT TAT CC-3` 
AT1 

(s) 5` TCG AAT TCC ACC TAT GTA AGA TCG CTT C-3` 
446 bp 

(as) 5` CCC ATA GCT ATT GGT CTT CAG CAG ATG-3` 
AT2 

(s) 5` GCA TGA GTG TTG ATA GGT ACC AAT CGG-3` 
325 bp 

(as) 5` CAG CCT TGT CCC TTG AAG AGA ACC-3` 
TNF-α 

(s) 5` TAC TGA ACT TCG GGG TGA TTG GTC C-3` 
295 bp 
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