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Resumo

A programagéao fetal € um processo fisiolégico que assegura, durante o
desenvolvimento intrauterino, a adaptagdo para o mundo exterior. Ou seja, 0
organismo € “‘moldavel” por estimulos durante sua formagédo e dependendo do
insulto experimentado, existe a possibilidade de mudangas estruturais e
funcionais que podem predispor o individuo a doengas na vida adulta. O modelo
de restricdo proteica, assim como outros modelos, leva a um “stress” gestacional
e, segundo a hipotese de Barker, programa a prole ao desenvolvimento de
doencas na vida adulta, dentre elas a hipertensao arterial. Os rins sdo 6érgaos
fundamentais na manutencdo do equilibrio hemodindmico. Mudancas
morfoloégicas e neuroenddcrinas nos rins levam a alteragdes hidroeletroliticas
frequentemente associadas a patogénese da hipertensao arterial. A génese desta
doenca ainda nao esta bem descrita, por envolver alteracdes multifatoriais, dentre
elas, modificacoes da atividade neural tanto central quanto periférica, que podem
ser um indicativo da elevacéo pressérica em nosso modelo. A atividade simpatica
renal € um importante modulador da excrecao dos eletrélitos e, quando alterada,
promove maior ou menor retencdo de sais, principalmente o sédio, podendo
contribuir para a elevacdo da volemia e consequentemente da hipertensao
arterial. Diversos neuropeptideos estdo envolvidos na atividade simpéatica renal e
0s niveis destes sdao um importante marcador na génese da hipertensédo. Dentre
esses peptideos estdo a Substancia P (SP), seu receptor NK1R e o Peptideo
Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP). Nossos resultados mostraram
reducdo na imunorreatividade de SP, CGRP e aumento do receptor 1 para
neurocinina nos ganglios da raiz dorsal da prole de ratas submetidas a restricdo
proteica gestacional. Identificamos também a elevagcdo dos niveis de CGRP na
parede pélvica renal. Assim, acreditamos que haja alteracées na neuromodulacao
da atividade aferente renal, o que pode ser um fator contribuinte para a
manutenc¢ao do estado hipertensivo neste modelo experimental.

Palavras chave: Desnutricao fetal, Hipertensao, Ganglio da raiz dorsal
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Abstract

A fetal programming is a physiologic process that ensures an adaptation for
external world during the intra uterine development. In this period, the organism is
“‘moldable” by stimulus that happens during its formation, which ensures adequate
phenotypes formation for different environments. Kidneys are the most important
organs when it has to do with maintaining the organism hemodynamic balance and
also morphological and neuroendocrine alterations, which leads to fluid and
eletrolytes changes, frequently associated to arterial hypertension pathogenesis.
The genesis of this disease is not well described yet. It involves multifactorial
changes like the neural activity in both central as peripheral, which, in our model,
may be an indicative of increased pressure. The renal sympathetic activity is an
important excretion modulator of electrolytes and when amended, promotes
greater or lesser retention of salts, mainly sodium, contributing to the increase in
blood volume and consequently hypertension. Several neuropeptides are involved
in renal sympathetic activity, and these levels are an important marker in the
genesis of hypertension. Among these peptides we find substance P (SP) and its
receptor NK1R, and Related Peptide Calcitonin Gene (CGRP). Our research
showed reduced immunoreactivity of SP, CGRP and increased neurokinin 1
receptor in dorsal root ganglia among the offspring of rats subjected to gestational
protein restriction. According to this result, we believe that there are changes in
afferent renal activity neuromodulation which may be a contributing factor for
maintenance of hypertension in this experimental model.

Keywords: fetal programming, Hypertension, Dorsal root ganglion
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de algumas doencas é tradicionalmente relacionado ao
estilo de vida como sedentarismo, ma nutricdo e tabagismo, dentre outros.
Entretanto, embora estes fatores sejam preponderantes, diversos estudos em
modelos animais e humanos tém demonstrado que fatores ambientais como
desequilibrio na nutrigdo materna durante a gestacao podem ter efeitos adversos
sobre 0 metabolismo dos descendentes, predispondo-os a doengas como diabetes
tipo Il, obesidade, doencgas cardiovasculares e hipertensao arterial.

Diversos estudos tém sustentado a ideia de que alteragcbes no ambiente
intrauterino, ocorridas durante periodos especificos do desenvolvimento
embrionario ou crescimento fetal, podem acarretar alteragdes “adaptativas” de
longo prazo na fisiologia e/ou morfologia de determinados 6érgaos e sistemas.
(ASHTON, 2000). Grande parte das informagbes que temos em humanos a
respeito dos efeitos em longo prazo na prole de maes submetidas a perturbacoes
nutricionais e emocionais durante a gravidez, foram obtidas a partir de estudos
retrospectivos.

As primeiras evidéncias de “programacao” foram relatadas por Rose em
1964, quando este observou que havia maior prevaléncia de isquemia cardiaca
em individuos cujos irmaos foram abortados ou morreram na infancia.
Posteriormente em 1967, Forsdahl, usando a mesma populacao, correlacionou a
mortalidade por doenca arteroscleréticas e cerebrovasculares em pessoas de
meia idade, (1960) com as altas taxas de mortalidade infantil (1896-1925),
sugerindo que um ambiente pobre durante os periodos iniciais da vida poderia
pré-dispor o individuo ao desenvolvimento de doencgas graves futuras e que a
melhora nas condi¢cées de vida pds-natal, aumentaria ainda mais este fator de
risco. A teoria de que o meio intrauterino adverso pode ter efeito de longo prazo na
saude do adulto surgiu através de observacoes feitas por Barker e colaboradores
no final da década de 1980, onde neonatos com baixo peso foram mais propensos
ao desenvolvimento de doencas cardiovasculares quando adultos, sustentando a

visdo de que eventos ocorridos no periodo pré-natal, principalmente envolvendo a
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desnutricdo, programa o feto a desenvolver uma série de doencgas cronicas. Em
1991, Alan Lucas correlacionou a importancia da nutricdo balanceada nos
periodos gestacionais a saude dos descendentes, sendo o primeiro a utilizar o
termo “programacéo fetal”, que também é conhecido como “Hipétese de Barker”.
Sendo assim, estes estudos epidemioldgicos tém mostrado que filhos expostos a
dieta pobre in uteri ttm maior risco de desenvolver doengas cardiovasculares e
diabetes tipo 2. (HALES, 1991; GLUCKMAN, 2004)

Em resposta a essas descobertas, tanto em estudos com humanos quanto
com animais, foi criada uma sociedade cientifica, denominada DOHaD
(Developmental Origins of Health and Disease — Origens do Desenvolvimento da
Saude e Doenca), que investiga a hipotese de que o feto pode adaptar seu préprio
desenvolvimento em resposta direta ao ambiente uterino, mediado por fatores
como nutricdo e fisiologia materna (GLUCKMAN e HANSON, 2004; McMILEEN e
ROBINSON, 2005; HANSON e GLUCKMAN, 2008).

As alteragcbes no ambiente materno sdo sinalizadas para o feto
principalmente pela via hormonal e diversos tecidos especificos acabam mudando
sua trajetdria de desenvolvimento. Isso promove alteragdes na sua organizagao e
no seu funcionamento, uma vez que diferentes células e tecidos sdo sensiveis a
varios fatores em diversos momentos. Assim, os efeitos da adversidade sobre a
biologia de um tecido animal depende tanto do tempo quanto do estimulo
experimentado. Portanto, seja pela desnutricdo, estresse ou exposicdo a
glicocorticéides, principal mediador hormonal de estresse durante o periodo
embriofetal, ha efeitos permanentes sobre o metabolismo cardiovascular,
neuroenddcrino e cognitivo da prole ( MEANEY et al., 2007).

Atualmente, o conceito de programacao no inicio da vida esta mais claro e
acredita-se que as alteracbes apresentem vantagens adaptativas darwinianas,
uma vez que a mae pode transmitir a prole em desenvolvimento sinais de que o
ambiente em que ela vive naquele momento € adverso, seja pela reducdo da
disponibilidade de alimentos, ou por aumento do estresse causado por predacgao,
guerras, etc. Essas mudancas aparentemente podem assegurar a sobrevivéncia

até a fase de reproducao, garantindo que esta ocorra. Entretanto, no longo prazo
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essas alteracdes acabam se tornando desvantajosas no periodo pos-reprodutivo.
(GLUCKMAN E HANSON, 2004). Também se acredita que os animais expostos a
um ambiente pds-natal diferente daquele pelo qual foi programado, por exemplo,
nos modelos de subnutricdo que acabam gerando um “fendtipo poupador” e em
seguida exposicdo a um ambiente com alimento em abundancia, ocorre
discordancia entre a ingestdao de nutrientes e 0s processos homeostaticos que
regulam o consumo de energia, aumentando a predisposicdo para doenca
cardiovascular e metabdlica no animal adulto. (MCMILLEN & ROBINSON, 2005 ;
HANSON & GLUCKMAN, 2008).

A associacao entre o peso reduzido ao nascer e o risco de desenvolvimento
de doenca cardiovascular na idade adulta ja foi relatada em populacdes de varios
paises. Atualmente, o baixo peso ao nascer é correlacionado ao risco aumentado
de doenca arterial coronariana e hipertensdo. No entanto, nem sempre houve
aceitacao total desses dados, sendo a principal critica a hip6tese de Barker,
variaveis como pressao arterial materna, tabagismo e nivel sécio-econémico da
época que nao foram adequadamente controlados para as analises. Os dados que
deveriam ser explicados por Barker, descrevem o efeito da privacado de alimentos
na gravidez de humanos em Amsterda, na Holanda, durante a segunda grande
guerra entre os periodos de 1944-1945. Durante esta fome severa, a ingestao de
calorias das méaes estava abaixo de 1500 cal/dia, sendo a ingestdo normal em
torno de 2.500 cal/dia. Mesmo assim, a diminuicdo da meédia do peso ao nascer foi
de apenas 300g, o que equivale a apenas 0,5 do desvio padrdao da populacéo,
gerando duvidas sobre a hipétese da ma nutricdo e o desenvolvimento fetal.
(PANETH, 1996). Ficou claro que uma maneira de resolver esse debate era olhar
para modelos animais de programacao por quais as varidveis sao controladas,
facilitando a observacao dos mecanismos fisioldégicos e consequéncias.
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1.1 Modelos Experimentais de programacao

Se por um lado ainda ha algumas controvésias a respeito dos estudos
epidemioldgicos que originaram a hipotese de Barker, por outro hd um conjunto
crescente de trabalhos envolvendo modelos experimentais que apoiam o
conceito de programacao fetal. Observou-se que o principal fator que pode levar a
programacao fetal durante a gestacdo € o estresse, seja ele causado por
alteracbes no ambiente, restricdo do sono, manipulagéo, ruidos, exposicdo a
possiveis predadores, alteracdo da dieta, fatores que fogem a rotina do animal de
laboratério. O emprego destes modelos animais permitiu o estudo do
desenvolvimento fetal e pods-natal. No caso da manipulagdo da dieta materna,
temos uma resposta precisa e controlada pois, juntamente com constituintes
alimentares, a utilizagdo de modelos de roedores permite o direcionamento da
desnutricdo materna em diferentes periodos do desenvolvimento embrionario
e/ou fetal. (LANGLEY-EVANS et al. 1996a; 1996b )

Varios modelos de subnutricio materno/fetal foram desenvolvidos, nos
quais o baixo peso da prole ao nascer era um importante marcador associado
também a elevacao pressoérica na idade adulta (PERSSON e JANSSON, 1992). A
desnutricdo pré-natal € um modelo muito utilizado para se estudar os efeitos da
programacao fetal, sendo uma das ferramentas para entender a fisiopatologia de
doencas metabdlicas e cardiovasculares (LANGLEY-EVANS, 1998; EDWARDS et
al., 2001; MCMILLEN e ROBINSON 2005).

O modelo de restricdo proteica, no qual ha manipulacdo dos teores de
proteina na dieta da mae durante a gestagdo, é muito utilizado para indugao da
programacado. Langley-Evans classificou os teores de proteina na dieta materna
como: restricdo leve (12% de caseina), restricdo moderada (9%) e restricao
severa (6%). Uma dieta com baixo teor de proteinas durante a prenhez resultou
filhotes com baixo peso ao nascimento e alteracbes no tamanho da placenta,
além do crescimento desproporcional de 6rgaos, embora o cérebro nao fosse
afetado. Esses ratos apresentaram elevacdes da pressao arterial de 20-30 mmHg

a partir da 42 semana de vida, o que persistiu até a idade adulta. Langley-Evans
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afirma que desnutricdo materna antes da prenhez ndo produziu efeitos sobre os
descendentes e que, uma semana de restricdo independente da fase gestacional,
ja causaria alterac6es na prole. Entretanto, estudos recentes tém mostrado que o
estresse nutricional pré-implantacdo ja pode sinalizar como serda o
desenvolvimento do embrido, sendo que alteragdes neste ambiente poderiam ser

determinantes para a vida pds-natal. (WATKINS et al. 2008)

1.2 Mecanismos da programacao e o Papel dos glicocorticoides

Diversos estudos ainda devem ser feitos para compreendermos o0s
mecanismos exatos que levam a programacao. Atualmente, acredita-se em duas
hipbteses, uma envolvendo os efeitos nutricionais diretos relacionados a
biodisponibilidade de substrato e outra tendo como foco a exposicao a elevados
niveis de glicocorticéides maternos, que podem ter efeito direto e indireto sobre o
desenvolvimento embriofetal. (BARKER et al, 1993a.; EDWARDS et al.,, 1993 ,
MATTHEWS, 2000 e MEANEY et al. de 2007) Entretanto, essas duas teorias
envolvem processos que nao ocorrem isoladamente uma vez que o estresse pode
promover reducdo da ingestdo de alimentos, que por sua vez, também pode
elevar os niveis de glicocorticéides maternos. Ou seja, parte desses resultados se
deve a mediacao hormonal, que altera o desenvolvimento de tecidos especificos
em periodos criticos do desenvolvimento e levam a mudancas permanentes na
secrecao e sensibilidade desses tecidos aos hormdnios (SECKL et al. 1997). Os
glicocorticoides s&o os principais hormdénios relacionados a homeostase em
condigbes de estresse fisico, psicolégico ou nutricional. Muitas caracteristicas da
exposi¢ao excessiva a glicocorticoides sugerem seu possivel papel na génese da
programacdo, que acarreta em desordens metabdlicas e cardiovasculares.
(REYNOLDS, 2013)

Na gestacao normal, os niveis de glicocorticéides, tanto maternos quanto
fetais, normalmente aumentam no periodo préximo do parto, o que esté associado
a ativacdo do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (HPA) fetal. Para a prole, este
aumento nos niveis de glicocorticoides num curto periodo de tempo, é importante

para a maturacdo dos pulmdes, principalmente relacionado a produgcdo de

39



surfactantes, preparando o feto para a vida extrauterina (CHALLIS et al. 2001;
SANDMAN, 2011). Entretanto, a exposicdo precoce e excessiva aos
glicocorticéides pode promover a cessacado da proliferacdo das células fetais
resultando em individuos prematuros e com baixo peso (REYNOLDS, 2013). Um
exemplo é o tratamento de ratas prenhe com baixas doses de dexametasona,
glicocorticoide ndao metabolizado pela placenta, que reduz o peso ao nascer e
eleva a pressao arterial na prole adulta (BENEDIKTSSON et al., 1993).

Embora os esterdides lipofilicos atravessem facilmente a placenta, os niveis
de glicocorticdides fetal sdo mais baixos do que o nivel materno. Durante o
desenvolvimento fetal, a enzima 11-Beta-hidroxiesterdide-desidrogenase do tipo 2
(11B-HSD2) é altamente expressa em todos os tecidos, tanto fetais quanto
placentarios, funcionando como uma barreira de protecdao. (EDWARDS et al.,
1993; SECKL, 1997) Os niveis de glicocorticoides maternos sdo aproximadamente
de cinco a dez vezes maiores quando comparados aos niveis embriofetais, e isto
é atribuido em grande parte a atividade placentaria da enzima 113-HSD2, sendo
esta responsavel pela metabolizacdo de 80-90% dos glicocorticoides maternos
que chegam a placenta (BENEDIKTSSON et al. 1993). A maior parte do cortisol
circulante no feto humano é sintetizado pela glandula supra-renal fetal, ao passo
que a grande parte da cortisona circulante fetal é de origem materna. Isto ocorre
devido a fungao bioldgica da 11-HSD2 em converter o cortisol materno em sua
forma inativa, a cortisona, e corticosterona em 11-desidrocorticosterona no caso
dos animais ( BENEDIKTSSON et al., 1997)

A 11B-HSD2 é amplamente expressa em diversos tecidos embriofetais,
incluindo rins, pulmdes, intestino e cérebro. Esta enzima é abundante no tecido
neural até o terco final da gestacdo quando ha uma rapida reducao coincidindo
com a fase terminal da neurogénese em humanos. Estes niveis de 11p-HSD2
sugerem que a enzima proteja o cérebro nas fases iniciais reduzindo a ativagao de
receptores de glicocorticoides (GRs) e mantendo o processo mitotico cerebral
ativo. Posteriormente no final da gestagéo, ha redugédo da expressao do gene para
118-HSD2 permitindo a ativagdo dos receptores de glicocorticdides e
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mineralocorticoides que contribuem para maturagdo neuronal e das células da
glia. (DIAZ et al . 1997)

Nos modelos de programacéo fetal, incluindo o de desnutricdo proteica,
ocorre deficiéncia de 11p-HSD2 placentaria permitindo a exposicao do feto a
elevados niveis de glicocorticoides materno (figura 1), o que promove retardo no
crescimento da prole geralmente relacionado a manifestacdo de doencas futuras
(SECKL, 1997; EDWARDS et al., 2001). Associagao similar entre peso ao nascer
e concentragbes de 11B-HSD2 placentaria foi confirmada em humanos, além
disso, marcadores bioquimicos de exposicdo fetal a glicocorticoides estdo
relacionados com a funcdo da 11B-HSD2 placentaria préximo ao nascimento
(BENEDIKTSSON et al., 1997). De forma intrigante, a restricdo proteica durante a
gestacdo atenua seletivamente a 11p-HSD2, porém ndo ha relagdo com outras
enzimas da placenta (LANGLEY-EVANS et al., 1996).

Atualmente, existem relatos de alteracdes epigenéticas na expressao génica
apds mudancas nutricionais no periodo pré-natal. Os mecanismos envolvem
metilagdo e acetilacdo do DNA promovendo tanto silenciamento quanto ativacao
de genes especificos. Por exemplo, foi relatado que ha alteracbes na expressao
dos receptores da angiotensina Il (AT2) devido a restricao proteica durante a
gestacdo (MCMULLEN et al. 2,004 ), e os processos que levam a esta alteragéo e
as suas consequéncias para o controle da pressao arterial e da fungcdo renal
ainda estdo sendo exploradas. Nao estd claro se as mudangas na expressao
génica sao relacionadas ao remodelamento tecidual, efeitos dos glicocorticoides
ou até mesmo silenciamento epigenético. No caso dos receptores angiotensina ll,
sabe-se que a sua expressao é controlada por (MCMULLEN e LANGLEY-EVANS,
2005) e os niveis desta expressédo determinam o desenvolvimento de estruturas
especializadas do rim. A situacao é extremamente complexa e estudos detalhados
sd0 necessarios que considerar fatores como o momento do alteragéo nutricional
e do estagio ontolégico em que sao recolhidos os tecidos para a avaliacao da

expressao.
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Figura 1. A barreira placentdria e exposicao fetal aos glicocorticéides. (A) Situacio
em uma placenta normal, a 11B-HSD2 age como uma barreira, pois rapidamente inativa
glicocorticéides fisiolégicos ativos (cortisol) para sua forma inerte (cortisona). (B)
Deficiéncia de 11B-HSD2 permitindo a exposicdo do feto a elevados niveis de
glicocorticoides maternos. Abreviatura: 11B3-HSD2, 11B-hidroxiesteréide desidrogenase
tipo 2. (ADAPTADO SECKL 2007)

O cérebro é extremamente sensivel a programacao pré-natal e diversos
agentes como fatores de crescimento, de transcricdo e nutrientes podem afetar
permanentemente o desenvolvimento neural (Welberg e Seckl, 2001). Elevados
niveis de glicocorticéides tem alto impacto sobre a estrutura do cérebro durante o
desenvolvimento, o que pode promover alteragbes na atividade dos
neurotransmissores e na plasticidade sinaptica, resultando em mudancas que
variam de sutis a drasticas, repercutindo em fungbes como o comportamento e
cognicao, bem como a susceptibilidade a doenca na vida adulta ( Weinstock
2008).

Em ratos, existem evidéncias de que a funcédo pds-natal do eixo HPA pode
ser modificada por eventos pré-natais. Tais alteracbes podem ocasionar, no
adulto, exposicoes elevadas a glicocorticoides (GC) bem como respostas
exacerbadas a estimulos estressantes. Sabe-se que a ativagdo do eixo HPA e as
catecolaminas simpaticas mobilizam substratos energéticos durante periodos
especificos de demanda metabdlica e aumentam o fluxo sanguineo para 6rgaos
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vitais. Estas alteragbes sdo importantes na funcao do SNC, pois aumentam o
processamento cognitivo e de memoria a estimulos estressores, contribuindo para
a capacidade do animal a respostas de fuga. As mudancas do eixo HPA frente ao
estresse parecem ser vantajosas, entretanto ha custos O&bvios para isto,
hiperglicemia, hiperlipidemia, aumento da presséo arterial, armazenamento de
gordura, etc. (MEANEY et al. de 2007)

Os efeitos da programacao sobre no eixo HPA envolvem alteragdes na
expressao dos receptores de glicocorticdides (GRs) e mineralocorticoides (MRs)
em regides do cérebro, especialmente no hipocampo, responsavel pela regulagéo
da expressdo do horménio liberador de corticotrofina (CRF) pelo hipotalamo
através de feedback negativo. No rato, a exposicao a glicocorticéides durante a
vida embriofetal leva a reducdo de GRs e MRs no hipocampo, o que a longo
prazo, eleva os niveis basais de glicocorticéides, ACTH, e catecolaminas devido a
falha no feedback negativo além de reducdao da degradacdo do
cortisol/corticosterona circulantes em respostas ao estresse. (LANGLEY-EVANS,
1996; WEINSTOCK et al. de 1998).

Além do SNC, a formacédo dos rins também ¢é afetada pela dieta materna
durante a gravidez. Em ratos a restricdo moderada de proteinas durante a
gestacdo estd associada a reducdo do numero de glomérulos na prole e
consequentemente ocorre diminuicdo da area de filtracdo do glomerular
resultando em menor excrecédo de sodio e aumento da presséo arterial sistémica,
além de hipertensdo e esclerose glomerulares, que podem comprometer mais
nefros (LANGLEY-EVANS et al. 1999; WOODS et al. 2004).

Em estudos recentes, nosso grupo mostrou que a prole de machos cujas
maes foram submetidas a restricdo proteica severa ou caldrica gestacional
apresentou reducdo na expressao renal de receptores de angiotensina Il desde o
12° dia de vida, periodo correspondente ao final da nefrogénese em ratos. Foi
observado redugéo no numero de nefros (28,4%) e aumento do volume dos tufos
glomerulares (24%), quando comparados com a prole de ratas que receberam
dieta normal durante a gestacdao. (MESQUITA et al., 2010; VACCARI et al., 2010).

Esta reducdo no numero de nefros corrobora os achados de outros grupos em
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modelos experimentais (ROSTAND, 2003; LUYCKX e BRENNER, 2005; HOPPE
et al., 2007). Os nefros se desenvolvem por um balango delicado e continuo entre
mitose e diferenciacdo de suas células progenitoras (NISHINAKAMURA et
al.,2011). Entretanto, a maturagédo ocorre em detrimento da proliferacao celular.
Desta forma é plausivel supor que a exposi¢cdo prematura aos glicocorticoides
maternos poderia reduzir o numero de células tronco, na fase inicial da
nefrogénese, acarretando na reducéao expressiva de nefros como observado em
nosso modelo de restricdo proteica gestacional.

Além da reducdo da nefrogénese, a restricdo proteica materna também
influencia a atividade do sistema renina-angiotensina fetal e neonatal. Na prole
masculina de maes que receberam restricido de proteinas durante a gestacao,
houve supressdao do sistema renina-angiotensina (SRA) fetal / neonatal,
prejudicando o desenvolvimento renal e levando a alteragdes permanentes na sua
estrutura e funcao, incluindo numero reduzido de nefros (WOODS et al. 2001),
além de alteracbes de receptores AT1 e AT2 que podem contribuir para a
hipertensao na vida adulta (MESQUITA et al., 2010b; VACCARI et al., 2010).

1.3 Rins na hipertensao

Embora estudos cologuem em duvidas a hegemonia renal no processo
hipertensivo e atribuam papel mais relevante as células vasculares (CROWLEY et
al., 2005; MENDELSOHN, 2005) ou ao sistema nervoso central (DIBONA, 1997),
diversos trabalhos tem estabelecido o papel fundamental dos rins na patogénese
da hipertensao arterial sendo ampliados com o conceito de que esta hipertensao
na idade adulta, bem como a disfuncédo renal estejam relacionadas a eventos
ocorridos durante o periodo pré-natal (LANGLEY-EVANS et al. 1999; WOODS et
al. 2001).

Esta relagdo entre a programacdo fetal e doencas renais envolve
mecanismos através dos quais o0 prejuizo na nefrogénese pode predispor a
hipertensdao na vida adulta (MESQUITA et al, 2010). Os rins sao 6rgaos

diretamente relacionados ao desenvolvimento de hipertensdo arterial devido a sua
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funcdo sobre a homeostase hidroeletrolitica. Sua relagdo com a génese da
hipertensdo foi demonstrada em modelos de transplantes renais cruzados onde,
se 0 doador era hipertenso o receptor também se tornava hipertenso poés-
transplante (RETTIG et al., 1990; GUIDI et al., 1996). Sendo assim, alteracées no
desenvolvimento renal podem levar a defeitos no ajuste fino da excregcdo de
eletrdlitos, papel fundamental da inervagédo simpatica renal. Atualmente, sabemos
que a inervacao renal € um dos principais elos entre os rins € o sistema nervoso
central, tendo ac&o fundamental sobre todos os aspectos funcionais renais.

O sistema nervoso simpatico (SNS) tem grande participacdo sobre a
capacidade renal em regular a pressao arterial e vice-versa, sendo que o rim tem
efeito importante sobre o tdénus simpatico global. Em resposta a multiplos
estimulos centrais e periféricos, a atividade nervosa simpética renal € alterada no
sentido de converter informagdes, via inervagdes, aos principais componentes
estruturais e funcionais dos rins, incluindo as células tubulares renais, o aparelho
justaglomerular e vasculatura renal (BARAJAS e POWERS 1990). Este aumento
da atividade nervosa simpatica renal provoca ativagdo das bombas
Na/K/ATPases, resultando na retencao de sédio e agua, secrecédo de renina pelo
aparelho justaglomerular e vasoconstricdo das arteriolas renais. (WYSS et al.,
1999) Além disso, a liberacao de renina estimula a produgédo de angiotensina Il e
mineralocorticoides, que levam a vasoconstricdo e retencdo de sédio e agua,
respectivamente. Assim, o SNS renal promove elevacdo da pressao arterial por
um efeito direto dependente da retencdo de sal e agua pelos rins. Nestes
processos, parece haver também uma resposta dependente da frequéncia do sinal
simpatico assim, nos estimulos de baixa frequéncia ha alteracdo da secrecéo da
renina, enquanto frequéncias mais elevadas promovem modificacdes nos padrdes
de reabsorcdo de sodio pelos tubulos e do ténus vascular renal (KOEPKE E
DIBONA, 1985).
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O SNS renal controla a pressao sanguinea por duas vias, uma que parte do
sistema nervoso central para os rins através de uma rica rede de fibras simpaticas
eferente, exclusivamente noradrenérgica localizada na adventicia das artérias
renais e outra que retorna os sinais para o sistema nervoso central através de
fibras simpaticas aferentes do mesmo modo, localizado na adventicia da artéria
renal.

Em 1993, LIU e BARAJAS estabeleceram a distribuicdo da inervacao renal
utilizando dopamina beta-hidroxilase (DBH) e neuropeptideo Y (NPY), como
marcadores de nervos simpaticos eferentes, e peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) junto a substancia P (SP), como marcadores de fibras
sensoriais aferentes (Figura 2). Com isso foi possivel observar que 0s nervos
simpaticos renais eferentes estdo localizados na arvore vascular, nos tubulos
renais e nas células justaglomerulares. Ja os nervos aferentes tiveram sua
marcagao localizada predominantemente na pelve renal, porém também foi
observado no tecido conjuntivo corticomedular e, em menor numero, na

vasculatura renal.

INERVAGAO AFERENTE INERVAGAO EFERENTE

B

Figura 2 - Diagrama representando a distribuicao dos nervos renais aferentes e eferentes. 1,
Pelve renal; 2, artéria renal e suas ramificagdes; 3, regido peri-hilar; 4, tecido conjuntivo
corticomedular (LIU e BARAJAS, 1993).
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Em contraste com a localizagdo bastante distinta dos nervos sensoriais
renais na parede pélvica renal, os nervos simpaticos inervam estruturas
vasculares e tubulares por todo o rim, exceto na medula interna. Todas as regides
da vasculatura renal s&o inervadas, entretanto a maior densidade ocorre ao longo
das arteriolas aferentes. Quanto as estruturas tubulares renais, a maior densidade
de nervos simpaticos foi encontrada ao longo do ramo ascendente espesso da
alca de Henle, tdbulos contorcidos distais seguidos pelos dutos coletores e tubulos
proximais. (BARAJAS e POWERS, 1990)

Fibras nervosas simpaticas eferentes também foram encontradas na parede
pélvica renal, embora em menor quantidade que os nervos aferentes sensoriais, é
importante ressaltar que as fibras nervosas eferentes da parede pélvica estavam
em contato proximo com o0s nervos sensoriais. Da mesma forma, ambos foram
identificados no mesmo feixe nervoso junto da parede da artéria renal. Esta
estreita relagdo anatémica entre os nervos simpaticos e sensoriais| esta associada
a interacao funcional entre a atividade nervosa simpatica renal eferente (ERSNA -
efferent renal sympathetic nerve activity) e a atividade nervosa renal aferente
(ARNA - afferent renal nerve activity) onde a ARNA tem papel modulador sobre a
ERSNA via ativacdo do reflexo renorenal (KOPP et al, 1984). A interacao
reciproca entre ERSNA e ARNA serve como mecanismo regulador importante
durante condigdes fisiolégicas para manter o equilibrio de sédio. No entanto, em
condigdes patoldgicas, pode ocorrer comprometimento do controle inibitério do
reflexo renorenal e resposta inadequada de ERSNA contribuindo para a retengéo
de sédio (DIBONA et al., 1997).

Através de estudos utilizando tracadores retrogrados axonais, verificou-se
gue os nervos renais aferentes sdo projetados a partir de ganglios da raiz dorsal
(GRD) ipsilaterais, localizando-se entre as vértebras Tg a Lo No rim direito, a maior
concentracao de neurbénios marcados foi observada em GRDs das vértebras Tqp e
T11 € no rim esquerdo em GRDs das vértebras T2 € T13 (DONOVAN et al., 1983;
WEISS et al, 1998). Nos GRDs estdo localizados neurbnios pequenos cujos
didmetro variam de 10um a 25um, médios de 25um - 37,5um e grandes de
37,5um — 60um (BOER et al., 2006).
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Kopp e colaboradores em 1998, fizeram uma analise detalhada das vias
nervosas renais e demonstraram que a substancia P e o peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP) estdao contidos dentro dos neurdnios sensoriais
aferentes renais. Estes séo liberados em resposta ao aumento na tensédo da
parede pélvica ou alteragdes na pressao osmotica (GONTIJO e KOPP, 1999). Os
nervos aferentes renais realizam uma conversa cruzada entre os dois rins através
de um reflexo renorenal modulador, que contribui para o0 mecanismo de controle
de eletrdlitos mantendo a homeostase dos fluidos corporais (KOPP et al., 1985).
Estes estudos experimentais formam a base para o conceito de que a atividade
nervosa aferente renal tem importante papel na regulacao hidroeletrolitica renal.
Eles também embasam a hipétese de que em rins doentes ou lesados, sua
ativacdo reduz a atividade reflexa do nervo simpdtico renal eferente e,
consequentemente, a pressao sanguinea.

A substancia P (SP) € um peptideo neuroativo, membro da familia das
taquicininas e esta presente nas porcoes centrais e periféricas de neurdnios
sensoriais. Este neuropeptideo é sintetizado nos corpos celulares de neurénios
presentes nos ganglios da raiz dorsal e distribuido, via axénios, nas terminacdes
nervosas da rede periférica. A fungdo neurotransmissora sensorial deste
neuropeptideo foi sugerida através de evidéncias demonstrando concentragdes
maiores de SP no corno dorsal da medula espinhal, quando comparada as raizes
ventrais (KREULEN e PETERS, 1986).

O corno dorsal € a primeira estagao de retransmissao dos sinais aferentes
primarios onde a informacdo é integrada ao sistema nervoso central. Alguns
autores sugerem que a SP tenha papel modulador das transmissdes sinapticas,
podendo potencializar entradas tanto excitatérias quanto inibitérias no corno dorsal
da medula espinhal. Outros estudos mostraram que a concentracdo de SP no
ganglio cervical superior é regulada pela atividade simpatica(DEVANE, 2001;
LARSSON e SUN, 1992), e que a presencga de SP no arco aortico, seio carotideo,
vago, ganglio nodoso e no nucleo do trato solitario enfatiza sua funcéo

neurotransmissora no reflexo quimioreceptor e pressoreceptor.
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No sistema nervoso, a substancia P € expressa seletivamente em sistemas
sensoriais e se liga preferencialmente ao receptor 1 para Neurocinina (NK71R), que
apresenta-se amplamente distribuido no cérebro e na medula espinhal (NAKAYA
et al., 1994). A sensibilizacado, e subsequentes respostas celulares mediadas por
NK1 apds exposicoes repetidas a SP, podem ser rapidamente perdidas, porém a
ressensibilizacdo do receptor ao neuropeptidio volta a ocorrer gradualmente. Este
mecanismo de dessensibilizacdo e ressensibilizacdo previne o estimulo
descontrolado das células. Supbe-se que tal mecanismo envolva fosforilagdo do
receptor, levando ao desacoplamento da proteina G, subsequente endocitose e
reciclagem do receptor.

Em 2006 Boer e colaboradores mostraram a presenca intranuclear de
NK1R colocalizado com SP e CGRP em modelos de hipertensédo (SHR) sugerindo
que para os receptores NK1 nucleares tenham relevancia funcional é necesséria
uma fonte ligante que pode ser proveniente da captacao de SP extracelular e/ou
producdo deste neuropeptideo pelas células neurais que deveriam, neste caso,
agir intracelularmente como mediadores “intacrinos”. Estes autores sugerem que
alteracdes na expressao e localizacdo de neuropeptideos e NK1R, podem estar
relacionados a atenuada ARNA, com consequente elevacao da ERSNA, retencao
renal de sédio e hipertensao arterial em SHR.

O Peptideos relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) é um
neuropeptideo amplamente distribuido no sistema nervoso central e periférico
sendo colocalizado frequentemente com outros neurotransmissores classicos. E
produto do splicing alternativo de transcritos primarios do gene da calcitonina
sendo composto por 33 aminoéacidos. Geralmente, CGRP esta colocalizado com
SP em neurbnios sensoriais aferentes primarios (GIBSON et al, 1984;
SKOFITSCH e JACOBOWITZ, 1985) e com acetilcolina em neurbnios motores
(TAKAMI et al., 1985). As acbes de CGRP sao aparentemente mediadas por
receptores altamente especificos ligados a adenilato ciclase. Através de estudos
metabdlicos verificou-se que CGRP inibe a endopeptidase de SP, ou seja,
aparentemente o CGRP reduz a degradacédo de SP dentro e fora das terminacdes
(LE GREVES et al., 1985). Resultados demonstraram que o CGRP promove
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potencializagdo da resposta neural aferente renal desencadeada pelo aumento da
pressao ureteral ou injecdo concomitante de SP + CGRP, porém este aumento na
resposta é abolido pela perfusdo pélvica concomitante com thiorphan (um inibidor
de peptidases), sugerindo que esta resposta seja mediada pela diminuigcdo na
degradacao enziméatica de SP (GONTIJO et al., 1999). Outro estudo sugere que a
resposta reflexa renorenal a elevacao da pressdo pélvica seja mediada por
receptores para SP e/ou CGRP (KOPP e SMITH, 1991). Entretanto, estudos
utilizando bloqueadores especificos para receptores de SP (CP-96345) ou CGRP
(h-CGRPg37), demonstraram que a resposta reflexa renorenal promovida pela
ativacdo de mecanoreceptores € mediada apenas pela SP, uma vez que a
resposta aferente neural a elevacdo pressorica pélvica é bloqueada por
antagonistas de SP, mas ndo de CGRP (GONTIJO e KOPP, 1994; GONTIJO et
al., 1999).

1.4 Reflexo renorenal

As observagdes de que um reflexo originado de um rim possa afetar a
funcao renal contralateral foram demonstrados pela primeira vez no inicio de 1980.
Nestes trabalhos foram observados os efeitos da denervagédo renal unilateral
(nervos eferentes mais aferentes) sobre a fungao renal ipsilateral e contralateral
de ratos normotensos, onde houve aumento na excrecdo urinaria de soédio
ipsilateral e concomitante diminuicdo da excrecao urindaria de sodio contralateral,
resultando numa excrecdo urinaria total de sodio inalterada (ipsilateral +
contralateral) (Figura 3). A queda na excrecao urinaria de sodio contralateral foi
devido ao aumento na ERSNA contralateral, ou seja, resposta reflexa renorenal
(COLINDRES, 1980; DIBONA, 1980). Estes estudos sugerem que 0s nervos
aferentes renais exercem efeito inibidor sobre o tonus da ERSNA.
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Effects of ipsilateral renal denervation-normotensive rats
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Figura 3:Aumento da excrecdo urindria de sddio ipsilateral (linhas continuas) produzido
pela denervacgdo renal unilateral sendo acompanhado por uma redugdo da excrecao urindria
de sodio contralateral, devido a um aumento na ERSNA contralateral (linhas
pontilhadas); mostrando o reflexo renorenal natriurético inibitério (DiBona e Kopp 1997).

Em 1984, Kopp e colaboradores definiram o reflexo renorenal como a
resposta mediada por neurbnios periféricos e centrais, promovida por alteracoes
no mesmo rim (ipsilateral) ou no rim oposto (contralateral), mediada por
mecanismos neuro-humorais. Este controle sobre os rins é mediado por duas
classes de receptores sensoriais renais: Os mecanoreceptores (MR) que
respondem ao aumento na pressao intrarenal (elevacdo da pressao pélvico-
ureteral ou da pressao venosa) e os e quimioreceptores (CR) que respondem a
isquemia e/ou a perfusdo pélvica renal com solugbes hipertbnicas de NaCl
(RECORDATI et al., 1978; 1980).

Em resumo, a obstrucao do fluxo urinario por exemplo, promove aumento
da pressao intrapélvica renal ativando os MRs além de alterar o conteudo de
solutos medulo-papilar sensibilizando os CRs, assim ha aumento ipsilateral da
ARNA e este induz a diminuicdo da ERSNA contralateral elevando a diurese e
natriurese contralateral. (Figura 4) (KOPP et. al. 1984 KOPP e SMITH, 19913;
1991D).
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SNC

GRD T10-L1

Figura 4 - Esquema representativo da resposta reflexa renorenal ao estimulo de
mecanoreceptores por elevacdo da pressdao ureteral (obstrucdo ureteral por exemplo),este
esquema também se aplica ao estimulo de quimioreceptores pélvicos renais apds perfusao
com NaCl 0.9M em ratos anestesiados. A maioria dos nervos renais aferentes projeta-se do
ganglio da raiz dorsal (GRD) ipsilateral para regides entre Tio-L;. SNC: sistema nervoso
central; ERSNA: atividade nervosa simpdtica renal eferente; ARNA: atividade nervosa
simpatica renal aferente A: ilustragdo de um corte longitudinal do GRD mostrando as
subpopulagdes de neurdnios.(ADAPTADO, DiBONA e KOPP, 1997)
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Recentemente, através microscopia confocal com alta resolugéo, observou-
se que 0s nervos simpaticos e 0s nervos sensoriais sao fibras nervosas
separadas, porém estdo interligadas (KOPP et al, 2011a). Estes estudos
fornecem suporte para a interagao funcional entre os nervos eferentes e aferentes
renais. De fato, como discutido acima, em ratos normotensos, a ativacdo da ARNA
leva a diminuicdo da ERSNA com consequente aumento da natriurese, através da
resposta reflexa renorenal inibitéria. Porém, o aumento da ERSNA, pode levar ao
aumento da ARNA, na tentativa de diminuir ERSNA pelo mecanismo de feedback
negativo, mantendo esta em menor atividade (Figura 5) (KOPP et al., 2007; KOPP
et al., 2011a;KOPP et al., 2011D).

Interaction:
Efferent Renal Sympathetic Nerve Activity (ERSNA)
& Afferent Renal Nerve Activity (ARNA)

TERSNA »T ARNA

(renorenal reflex)

Figura 5: Esquema mostrando a intera¢do reciproca entre ERSNA e ARNA onde o
aumento de ERSNA promove aumento de ARNA, que por sua vez, tenta diminuir ERSNA
via ativacdo do reflexo renorenal, isso ocorre como feedback negativo afim de manter

baixa a ERSNA. (KOPP 2011)

Este equilibrio entre ARNA e ERSNA ocorre frequentemente em situagdes
fisiolégicas, porém em menor grau, ele representa um mecanismo onde cada rim
inibe tonicamente a atividade eferente do rim contralateral, interferindo na
manipulagdo hidroeletrolitica renal. Assim, anormalidades neste mecanismo
reflexo poderiam promover aumento na ERSNA e/ou a manutencdo deste em
estado elevado, tendo como consequéncia, maior retencao renal de sédio e agua.
Hipoteticamente, isto poderia ocorrer em uma situacdo na qual houvesse
disfungao da atividade aferente sensorial renal.
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Estudos em ratos SHR demonstraram que o aumento da pressao pélvica
renal ndo produziu aumento na ARNA e o consequente reflexo renorenal
contralateral (KOPP et al., 1987). Posteriormente, observou-se que ha alteracdes
nos neuromoduladores sensoriais (SP, CGRP) e no receptor NK1, gerando a
hipdtese de que esta perda do reflexo renorenal em SHR seja, em parte,
proveniente de um defeito sensorial periférico. (BOER et. al 2005)

Embora a reducdo do numero de nefros seja um fator preponderante na
génese da hipertensdo em animais programados, é plausivel supor que assim
como em SHR, o controle neural da funcdo renal possa estar alterado. Desta
forma, estudos se fazem necessarios para a compreensdao deste mecanismo
regulador nos diversos modelos experimentais afim de elucidarmos a contribuicao

dos rins no processo hipertensivo.
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JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

As implicagbes de eventos gestacionais programando doengas metabdlicas
sdo de grande interesse para a saude publica tanto em paises desenvolvidos
quanto naqueles em desenvolvimento. A adaptacdo as alteracbes ocorridas
durante periodos criticos do desenvolvimento embriofetal vem se tornando um
conjunto crescente de evidéncias sustentando a idéia de que tais alteracoes
podem programar o individuo para o desenvolvimento de mudancas na
morfologia e na funcdo de determinados 6rgaos. Tais fatos indicaram que a
deficiéncia nutricional durante a gestacdo, em geral associada a condigcédo
socioeconémica desfavoravel, esta associada a programacdo de diversas
doencas bem como as doencas cardiacas e hipertensao arterial. Estes fatos tém
gerado uma série de pesquisas que objetivam elucidar os mecanismos biolégicos
envolvidos na génese de tal programacéo. Sabendo-se que em SHR, um modelo
de hipertensdo extensamente estudado, ha um defeito na resposta renorenal que
contribui para seu estado hipertensivo na vida adulta, a seguinte hipétese surgiu
para nosso trabalho:

Distarbios na neuromodulacao renal, em modelos de programacao fetal por
restricdo proteica gestacional, podem estar envolvidos na génese e/ou
manutencao da hipertenséo arterial.

Assim, tivemos como objetivos especificos avaliar em prole de ratas
submetidas a restricao proteica gestacional comparativamente ao controle:
1- A fungdo renal e a pressédo arterial em ratos submetidos ou n&o a
denervacao renal bilateral.
2- A imunorreatividade de Substancia P (SP), do receptor 1 para neurocinina
(NK1R) e do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) no
ganglio da raiz dorsal e na parede pélvica renal.
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MATERIAIS E METODOS

59



60



3 MATERIAIS E METODOS

Experimento 1

Avaliacdo do numero e tamanho dos corpos neuronais no ganglio da raiz

dorsal na prole de ratas submetidas a restrigcdo proteica gestacional;

Avaliacdo dos niveis de substancia P (SP), Receptor 1 para neurocinina
(NK1R) e do Peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) no Ganglio da

raiz dorsal e pelve renal na prole de ratas submetidas a restricdo proteica

gestacional.

CONFIRMACAO DA PRENHES

RACAO NORMOPROTEICA
17% DE PROTEINA (NP)
DURANDE A GESTACAO

RACAO NORMOPROTEICA
6% DE PROTEINA (LP)
DURANDE A GESTACAO

Afericdo da pressdo arterial caudal (72; 82; 108; 122;142 & 162 semana de vida)

U

Estudo da fungdo renal (102 e 162 semana de vida)

U

Coleta de material (162 semana de vida)

Figura 6 - Delineamento experimental do experimento 1.
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3.1 Animais

Os estudos foram realizados em proles machos de ratas Wistar- HanUnib,
fornecidas pelo Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, SP. Durante todo experimento, os animais foram mantidos em sala com
temperatura e umidade controladas com sistema de luz 12hs/12hs. Ao atingirem 12
semanas de vida, as fémeas foram acasaladas em sistema de harem, 3:1 por 12 horas,
em ambiente escuro, sendo separadas no inicio da manhd. A presenca de
espermatozdides no lavado vaginal foi utilizada como indicativo de prenhez. Apds
constatacdo da prenhez, as fémeas passaram a ser alimentadas com dieta caseira
isocaloricas e normossoédicas (0,20%). As dietas foram formuladas pelo laboratério de
Pancreas Endoécrino e Metabolismo (Prof. Dr. Antonio Carlos Bosqueiro) do
Departamento de Fisiologia e Biofisica da Unicamp.

a) Grupo controle de acasalamento: 10 ratas receberam durante o periodo

gestacional a dieta normoproteica (NP), 17% de proteina com as devidas

especificacdes abaixo:

Dieta 17% de Proteinas (NP)

INGREDIENTES 1kg | 5kg 10kg 15kg
1 Amido de milho 397 1985 3970 5955
2 Caseina (84%) 202 1010 2020 3030
3 Dextrina (90-94%) 130,5 | 652,5 | 1305 1957,5
4 Sacarose 100 | 500 1000 1500
5 | Oleo de soja 70 350 700 1050
6 Fibra 50 250 500 750
7 Mistura de sais (AIN 93%) | 35 175 350 525
8 Mistura de vitaminas (AIN 9 10 50 100 150
9 L-cistina 3 15 30 45
10 | Bitartarato de colina 2,5 12,5 25 37,5

Tabela 1 - Ingredientes da Racdo com 17% de Proteinas (NP)
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b) Grupo experimental de acasalamento: 10 ratas receberam durante o periodo

gestacional a dieta Hipoproteica (LP), 6% de proteinas com as devidas especificacdes

abaixo:

Dieta 6% de Proteina (LP)

INGREDIENTES 1kg [5kg | 10kg | 15kg
1 | Amido de milho 480 | 2400 | 4800 | 7200
2 | Caseina (84%) 71538575715 | 10725
3 | Dextrina (90-94%) 159 [ 795 | 1590 | 2385
4 | Sacarose 121 | 605 |1210 | 1815
5 | Oleo de soja 70 |[350 |700 |1050
6 | Fibra 50 |250 |500 |750
7 | Mistura de sais (AIN 93%) 35 175 | 350 | 525
8 | Mistura de vitaminas (AIN 93) 10 |50 100 | 150
9 | L-cistina 1 5 10 15
10 | Bitartarato de colina 25 (125 |25 37,5

Tabela 2 - Ingredientes da ragdo com 6% de proteina (LP).
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Experimento 2

Estudo do efeito da denervacao renal bilateral sobre a excrecao urinaria de
sédio e a pressao arterial na prole de ratas submetidas a restricdo proteica
gestacional.

CONFIRMAGAO DA PRENHES

RACAO NORMOPROTEICA RACAO NORMOPROTEICA
17% DE PROTEINA (NP) 6% DE PROTEINA (LP)
DURANDE A GESTACAQ DURANDE A GESTACAO

Afericao da pressgo arterial caudal (72;82;102;122;142 e 162 semana de vida)

U

Denervacdo renal bilateral (82 semana de vida)

&

Estudo da fungdo renal (102 e 162 semana de vida)

Figura 7 delineamento experimental do experimento 2.

Apos o parto, durante o periodo lactacional, as ratas (maes) foram submetidas a
alimentacao de rotina, racao comercial padrdao (WOOQODS et al., 2004).
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A prole macho com idade superior a 8 semanas foi subdividida em 4 grupos com

8 animais em cada:

NP LP

Animais
denervados
renais (Dnx) n=8

Animais
denervados
renais (Dnx) n=8

Animais integros
(Sham) n=8

Animais integros
(Sham) n=8

Figura 8: Esquema da divisdo dos grupos.

Todos os experimentos seguiram as normas do Comité de Etica da Universidade
Estadual de Campinas, protocolo n° 2575-1. Os experimentos foram realizados no
Laboratério de Metabolismo Hidrossalino do Nucleo de Medicina e Cirurgia

Experimental da Universidade Estadual de Campinas.

3.2 Massa corporal total

Todos o0s animais (mées e prole de machos) foram pesados para
acompanhamento da evolugdo da massa corporal ao longo do experimento. Para a
afericdo da massa corporal das maes, o procedimento de pesagem foi realizado
durante todo o periodo gestacional. Ja para a prole de machos, foi aferida a massa
corporal total no dia do nascimento e aos 21 dias de vida, correspondente ao

desmame.
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3.3 Afericao da Pressao Arterial Caudal (PAC)

A pressao arterial sistémica dos animais foi aferida de forma indireta
quinzenalmente (a partir da 72 semana). Os ratos machos foram submetidos a
afericao de presséao arterial caudal (PAC), pelo método de pletismografia de cauda
a partir da 72 semana de vida (Automatic Cuff Inflation Pump, ITC Life Science
Inc®), descrita previamente por Lovemberg (1987). Sempre antes de cada
procedimento, o aparelho foi devidamente calibrado, sendoa a leitura do software
a mesma da coluna de mercurio. Cada animal foi colocado em uma caixa, de
aquecimento por 5 minutos a 32°C. Este procedimento € necessario para a
inducédo da vasodilatagdo, muito importante para verificagdo da pressao arterial
nesta técnica. Apés o tempo de aquecimento o animal foi colocado em um tubo
contentor de acrilico e um transdutor inflavel (cuff) foi ajustado na por¢ao proximal
da cauda, este se conecta com a camara pletismografica o qual faz a leitura e
manda os dados para o computador. A pressdo na bainha pneumaética, a qual esta
conectada a um mandémetro de mercurio, foi aumentada acima da pressao
sistdlica (~250 mmHg) e, entédo, lentamente liberada. Os resultados da pressao
sistdlica foram registrados pelo mandmetro pletismografico e convertido em
gréficos formatados pelo software. Para cada rato a pressao arterial foi aferida

pelo menos 5 vezes e a média calculada.

66



Figura 10 - Aparelho de pletismografia, animal posicionado no contentor de acrilico para
afericdo da pressao arterial.
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3.4 Denervacao renal bilateral:

3.4.1 Protocolo anestésico

Os animais, estavam em jejum sélido pelo menos 6 horas antes do
procedimento, estes foram anestesiados pela via intraperitoneal (i.p.) com
administragdo da mistura de farmacos cloridrato de Ketamina na dose 75 mg/Kg
+ Cloridrato de Xilasina na dose 10 mg/Kg + sulfato de atropina na dose de 0,1
ml/100mg.

3.4.2 Protocolo cirurgico

Apés a reducgéo dos reflexos corneais e auséncia de resposta a estimulos
dolorosos, foi iniciada o procedimento cirurgico. O acesso renal foi realizado por
abordagem retroperitonial (flanco). Primeiramente, incisdo da pele, entre as
vértebras T10 e S1 na linha média dorsal, divulsdo do subcuténeo na regido a ser
acessada (rim esquerdo ou direito), incisdo na fascia toracolombar e divulsao dos
musculos até exposicdo das gorduras perirenais, estas foram tracionadas
delicadamente com ajuda de uma haste de algodao flexivel (Cotonete®), até a
exposicdo do rim, artéria, veia e nervos renais. Com auxilio de um
estereomicroscopico Nikon® utilizando-se uma ocular de 2,5x e objetiva com
ampliacao de 20x, a artéria renal foi identificada e dissecada, da regido de hilo
renal até o ponto visivel mais medial possivel. Posteriormente foi realizada a
retirada das fibras nervosas adjacentes a artéria renal por processo mecanico
(raspagem da adventicia) com uma pinca de dissecacdo, e posteriormente
realizado a denervacao quimica com algodao embebido com fenol alcodlico a
10%, por toda superficie da artéria renal. A sutura foi realizada em planos
musculares do tipo continua e no plano dérmico com sutura simples interrompida.
Todo o processo foi repetido para o acesso do rim contralateral. Os animais
“SHAM” também tiveram seus rins manipulados, porém sem a denervagao
mecanica e quimica. Todos os animais que participaram do procedimento
cirurgico foram colocados em gaiolas individuais para o retorno da anestesia, e

apoés retornarem da sedacao, foram colocados nas gaiolas coletivas.
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3.5 Estudo da Funcao Renal:

Para avaliacdo da funcao renal foi utilizado o método de clearances de
creatinina e de litio em animais acordados, sempre apds a verificagao da presséo
arterial (1 ou 2 dias) para que o estresse gerado pela coleta nédo influencie a
pressao.

Quinze horas antes do inicio da coleta de urina, os animais receberam uma
solucdo de Cloreto Litio (Synth®) na dosagem de [0,06mEqg/100g] por gavagem
(introdugdo de uma sonda gastrica), no volume de 1% do peso corporal. Os
animais permaneceram em jejum solido durante o experimento e agua ad libitum.
Uma hora e vinte minutos antes do inicio da coleta, foi administrado por gavagem
uma sobrecarga hidrica (dgua potavel) de volume igual a 10% peso corporal. Aos
vinte minutos antecedentes do inicio da coleta, a mesma sobrecarga foi
administrada por gavagem e os animais colocados em gaiolas metabdlicas
individuais. Apés um intervalo de 20 minutos, iniciou-se a coleta de urina através
de funis adaptados sob gaiolas metabdlicas em tubos graduados de vidro, por um
periodo de 2 horas exatas. Com o término das horas de coleta, o volume urinério
foi anotado, a urina homogeneizada, centrifugada, e o sobrenadante foi congelado
(-18°C) para posterior dosagem. Os animais foram anestesidados com Eter e,
colocados em uma cama contentora, foram coletadas amostras de sangue
(~1,5ml) em microtubos (eppendorf®) heparinizados (0,02 mL). Os microtubos
com sangue, devidamente identificados, foram centrifugados a 3500 rpm por 10
minutos e o plasma foi aliquotado e congelado (-18°C) para posteriores dosagens.
Apoés o procedimento de coleta de sangue os animais foram levados novamente
ao biotério para a recuperacgao.

As variaveis da funcao renal avaliadas foram: Fluxo Urinario, clearance de
creatinina e litio, fracaode excrecao de sédio, fracdo de excrecao proximal e pés-
proximal de sédio e fracdo de excrecédo de potassio, calculadas segundo férmulas
abaixo definidas
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3.5.1 Resumo do protocolo de Clearance de creatinina e litio

12 Sobrecarga
hidrica
de agua potavel (5%
peso em volume)

2® Sobrecarga
hidrica
de agua potavel (5%
peso em volume)

solugao de LiCl (1% sangue

Gavagem Gote e
peso em volume) T
’ Jejum soélido prévio , 1
0’ 0

+15 horas 6 2 120’
H = %

— | COLETA DE URINA |
Equilibrio
hemodinamico

Figura 12 — Esquema do protocolo do clearance de creatinina e de litio.

Figura 13 — Imagens do protocolo do clearance de creatinina e de litio.
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3.5.2 Férmulas para Célculo do Clearance e de Fragédo de Excrecao

3.5.2.1 Clearance de Creatinina (CCr)

Representa a depuragdo plasmatica da creatinina por unidade de tempo
pela totalidade dos glomérulos renais funcionantes, calculada pela férmula
(UxV1/P), sendo U a concentracdo urinaria de creatinina, V1 o fluxo urinario
minuto e P a concetrac&o plasmatica de creatinina. Os resultados foram expressos
em pl/min/100g peso corporal.

3.5.2.2 Fracao de Excregao de Sédio (FENa)

Representa a fracdo de carga filtrada de sédio excretada pela urina num
deterimnado periodo de tempo, calculada pela formula (CNa/CCr x 100), sendo
CNa o clearance de sédio e o CCr, o clearance de creatinina. Os rsultados foram
expressos em porcentagem (%).

3.5.2.3 Fracao de excregao de Potassio (FEK)

Representa a fracdo de carga filtrada de postassio excretada pela urina
num determinado periodo de tempo, calculada pela formula (Ck/CCr x 100), sendo
Ck o clerance de potassio e o CCr, o clearance de creatinina. Os resultados foram
expresso em porcentagem (%).

3.5.2.4 Fracao de excrecao proximal de sédio (FEPNa)

Representa a fragdo de carga filtrada de sodio excretada ao longo do tabulo
proximal do nefro, calculada pela férmula (CLi/CCr x 100). Sendo CLi o clearance
de litio e o CCr, o Clearance de creatinina. Os resultados foram expressos em

porcentagem (%).
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3.5.2.5 Fracao de excregao pds-proximal de sodio (FEPPNa)

Representa a fragdo de carga filtrada de sodio excretada ao longo dos
segmentos distais do tubulos proximal do nefro, calculada pela férmula (CNa/CLi x
100) sendo CNa o clearance de sédio e o CLi, o clearance de litio. Os resultados

foram expressos em porcentagem (%).

3.6 Determinacao das Concentracoes de Soédio, Potassio, Litio e
Creatinina Urinaria e Plasmatica

As concentracdes de sédio, potassio e litio, no plasma e na urina, foram
realizadas pelo método de fotometria de chama (B262; Micronal®, Sao Paulo,
Brazil), enquanto a concentragdo de creatinina urindria e plasmatica sera

mensurada pelo método de picrato alcalino, por espectrofotometria.

3.7 Perfusao do Material

Os ratos foram anestesiados com Cloridrato Cetamina (75mg/kg) e Cloridrato
de Xilasina por via intraperitoneal, apds a perda do reflexo corneal, foi feia a
abertura da cavidade abdominal pela linha média ventral, ressec¢do do m.
diafragma na juncdo com o gradil costal para acesso a cavidade toracica, gradil foi
seccionado nas laterais e rebatido cranialmente expondo o coragcdo. Uma agulha
ligada a de uma bomba de perfusdo foi introduzida no ventriculo esquerdo
perfundido uma solucdo salina contendo heparina (2%) por 15 minutos e
posteriormante por 20 minutos com uma solucao de paraformaldeido (4%) em
tampao fosfato (PBS) 0,1M, pH 7.4. Apéds a fixacado por perfuséo, os Rins e GRD
(T10 a L1) foram removidos imediatamente e fixados por imersdao 1 hora em
paraformaldeido 4%, seguido de 1 hora em PBS contendo 0,1% de glicina a
temperatura ambiente e posteriormente numa solucéo de sacarose 15% dissolvido
em PBS overnight a 4°C. No dia seguinte os GRD e os Rins foram incluidos em
um crioprotetor (Tissue-Tech®) e congelado em CO2 (-79°C). Para a confeccao

das laminas, foram feitos cortes de 7um para os GRD e 14 um para os rins em um
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criostato (Leica®) a -22°C, tais cortes foram ambos montados em laminas
silanizadas e guardados no Biofreezer (-80°C).

3.8 Imunofluorescéncia

Os cortes histoldgicos, aderidos em laminas silanizadas, foram lavados em
PBS (0,1M, pH 7,4) por 3 vezes (5 minutos cada), incubados com solucdo
bloqueadora (Soro ndao imune de Burro - 3% e Albumina bovina - 3% em PBS.
Cada corte foi incubado com o anticorpo primario; goat anti -substancia P 1:100,
(Santa Cruz CA); rabbit anti — CGRP 1:100, (Neuromics®); rabbit anti - NK1R
1:100, (Novus Biologicals®), todos diluido em PBS + TRITON X-100 (0,3%)
overnight sob refrigeracdo (4°C). No dia seguinte, foi feita lavagem com PBS (4
vezes com intervalos de 5 minutos) e os cortes foram incubados com anticorpo
secundario especifico, Dylight® 594 anti — rabbit para CGRP e NK1R e Cy™ 3
anti-goat para SP, diluidos em tampao PBS + TRITON X-100 (0,3%) por 2 horas a
temperatura ambiente. Apds lavagens sucessivas com PBS, os cortes foram
montados com laminula, utilizando-se 0 meio de montagem para fluorescéncia
Vectashield® com Dapi (Vector Laboratories, Inc. Burlingame), e a fluorescéncia
no foi detectada por microscopia de fluorescéncia e confocal a laser (Microscépio
ZEISS® LSM780 do Instituno Nacional de Ciéncias e Tecnologia de Fotdnica
Aplicada a Biologia Celular — (INFABIC). Através das imagens digitalizadas, a
imunorreatividade das amostras foram analisadas através do software cientifico

Image J®.
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3.9 Leitura das Imagens Digitalizadas

3.9.1 Coleta das imagens da pelve renal

Apbs a imunofluorescéncia com o anticorpo de interesse, no microscopio
confocal, foram coletados 5 imagens aleatérias do ganglio da raiz dorsal (T13)
esquerda visando o maior numero de neur6nios possives dentro do campo como
mostrado na figura 14. Apds as coletas das imagens digitalizadas, estas foram
analisadas no software Image J, onde apenas os neurdnios que possuiam nucleo
evidente foram analisados.(Figura 15). Os neurdnios foram separados de acordo
com os seus didametros em pequenos que variam de 10um a 25um, médios de
25um — 37,5um e grandes de 37,5um — 60um (Figura 16) segundo ALVARES et
al. 1991; ALINE BOER 2005. Através do software, foi feita a selecao da area do
neurénio (Figura 17), e obtemos um grafico contendo a area selecionada a média
da intensidade dos pixels presentes nesta area. Lembrando que em uma imagem
8 bits, cada pixel obedece uma escala de luminescéncia que varia de 0 a 255.
Geramos também um histograma da imunorreatividade no neurénio e uma lista de
cada pixel lido, metodologia importante para separarmos nucleo do citoplasma. O
mesmo procedimento foi realizado para a selagdo do nucleo do neurénio, o qual

também teve uma lista gerada (figura 18).

Figura 14 - Andlise das imagens digitalizadas por microscopia confocal através do
software Image J. Coleta de 5 imagens aleatérias dentro do GRD.
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Para a separagédo da imunomarcacgao entre o citoplasma e o nucleo, foi feito
a subtracao da leitura do nucleo da leitura total, exemplificado na figura 14 que
posteriormente por calculos feitos no Microsoft Excel® determinamos as médias

da intensidade dos pixels presentes citoplasma.

];ISJ G5734.05 pm (10200024}, B-bit. 1HE 134.95134.95 pm (102410245 B-Lit TME

Figura 15 - Analise das imagens digitalizadas por microscopia confocal através do
software Image J. Setas indicando a presenca de nucleo.

—rl 34,951 34,95 P (10240 0247, 8-bit. 1HE 134.95134.95 pm (102410245 8-Lit 1MEB

Figura 16 - Analise das imagens digitalizadas por microscopia confocal através do

software Image J. Separacdo das subpopulagcdes de neurdnios. Pequenos (P), Médios (M) e
Grandes (G).
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Figura 17 - Analise das imagens digitalizadas por microscopia confocal através do
software Image J. Selecdo de todo neur6nio, média da intensidade dos pixels dentro do
neurdnio, incluindo nucleo, histograma da intensidade dos pixels dentro da escala (0-255).
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Figura 18 - Analise das imagens digitalizadas por microscopia confocal através do
software Image J. Selecdo do nucleo do neur6nio, média da intensidade dos pixels deste
nucleo, histograma da intensidade dos pixels dentro da escala (0-255).
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Figura 19 - Cilculo dos pixels dentro da drea selecionada para a separacdo da
intensidade de luminescéncia entre o nticleo e o citoplasma. A coluna de “value” representa
o valor do pixel e a coluna “count” indica quantos pixes ha com determinado valor.

3.9.2 Coleta das imagens da parede pélvica renal

Apo6s a imunofluorescéncia com o anticorpo de interesse SP e CGRP, no
microscoépio confocal foram coletadas 5 campos ao longo da parede pélvica renal como
exemplificado na figura 20. Apds as coletas das imagens digitalizadas, estas foram
analisadas no software Image J® (figura 21)
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papillae

PAREDE PELVICA RENAL

Figura 20 - Andlise das imagens digitalizadas por microscopia confocal através do
software Image J. Coleta de 5 imagens aleatdrias da parede pélvica renal.

Figura 21- Andlise das imagens digitalizadas por microscopia confocal através do software
Image J. Campo da Pelve renal de rato com 16 semanas, média da intensidade dos pixels
dentro da escala (0-255).
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3.10 Analise estereoldgica dos Ganglios da Raiz Dorsal

Em Criostato, o GRD da vértebra T13 direita foi completamente seccionado
sendo confeccionadas laminas com cortes histolégicos de 7um de espessura com
intervalos de 14 um entre os cortes. Amostras de ambos os grupos foram
coletadas NP, n=3 e LP, n=3. Posteriormente os cortes foram hidratados, corados
com DAPI e a contagem dos nucleos dos neurénios foi feita em microscopio de
fluorescéncia no aumento de 20X (Figura 22). Apo6s a contagem total de

neurdnios, as amostras foram normalizadas pelos pesos dos respectivos animais.

Os dados foram analisados no Software estatistico GraphPad Prism 5® (trial).

Figura 22 - Corte histolégico do GRD T13 direita corado com DAPI, imagem retirada de
microscépio de fluorescéncia no aumento de 20X. Setas indicam exemplos de nicleo de
neuronios.
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3.11 Analise estatistica dos resultados

A analise estatistica empregada foi o Test t-student para comparagdo de uma
variavel entre 2 grupos. Para as andlises da presséo arterial ao longo das semanas de
vida, foi utilizada a Analise de Variancia (two-way ANOVA) com Post-hoc de Bonferroni,
ja para a comparacao da fungao renal entre 4 grupos foi utilizada Analise de Variancia (
one-way ANOVA) com Post-hoc de Bonferroni. Os resultados foram expressos como
media + Desvio Padrdo da Media (DPM). Em todos os calculos foi fixado um nivel
critico de 5% (p<0,05). O software utilizado em todos os testes estatisticos foi e
GraphPad Prism® 5, Copyright 1992-2007 GraphPad Software Inc.
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RESULTADOS
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4 RESULTADOS

4.1- Controle da massa corporal das maes durante a gestacao.

Apos a confirmagdo da prenhez foi realizado o controle da massa corporal
das maes, a cada sete dias, durante o periodo gestacional. Os valores das médias
e dos desvios obtidos em fémeas submetidas a dieta normoproteica (NP, n=10) e
hipoproteica (LP, n=10) estdo apresentados na figura 23. Os resultados
demonstraram que o consumo de dieta hipoproteica durante a gestacdo, nao

modificou a massa corporal das maes.
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Figura 23 - Ganho de massa (g) ao longo de trés semanas de gestacdo nas ratas b
submetidas a dieta NP e LP (NP, n=10 e LP, n=10). Os valores representam média + DPM.
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4.2- Controle da massa corporal da prole de machos nascidos de maes
submetidas a dieta NP e LP durante a gestacao.

A massa corporal da prole de machos foi aferida no 1° dia p6s-natal e aos
21 dias correspondentes ao dia do desmame. A prole de machos derivados de
ratas que receberam dieta LP durante a gestacao apresentou expressiva reducao
de massa corporal ao nascer (6.059g = 0.075249) quando comparados ao grupo
NP (7.442g + 0.1039g) como podemos observar na figura 24. Foi observado
também que a diferenga entre os grupos permaneceu até o desmame aos 21 dias
de vida (NP: 72.10g + 1.424 vs LP: 67.91 £ 0.9919) (figura 25).
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Figura 24 - Massa corporal dos machos da prole de ratas no primeiro dia pds-natal (NP,
n=21; LP, n=26). Os valores representam média + DPM. *p <0,0001.
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Figura 25 -Massa corporal dos machos da prole de ratas no 21° dia pés-natal ( NP, n=20;
LP, n=17). Os valores representam média + DPM. *p <0,05.

4.3- Resultados da afericao da pressao arterial caudal (P.A.C.)

Experimento 1.

Os resultados obtidos pela afericio da pressdo arterial sistdlica
demonstraram, no 1° experimento, que as médias das pressées dos animais do
grupo LP foram maiores que as obtidas em animais controle, a partir da 82
semana de vida até a 162, porém, foram observadas diferencas significativas
somente na 82 (NP: 126+5,8 vs LP: 138+9,3), na 142 (NP: 131+5,4 vs LP: 14117,0)
e na 162 (NP: 131+4,2 vs LP=147+8,7) semana de vida, como ilustrado na figura
26.
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Figura 26 - Efeito da nutricdo materna sobre a pressdo arterial sistdlica da prole ao longo
das semanas de vida (NP, n=15; LP, n=15). Os valores representam a média + DPM. *
p<0,05 (two-way ANOVA).

Experimento 2

As afericbes da presséo arterial sistolica dos animais do 2° experimento
mostraram que as médias das pressdes dos animais do grupo experimental LP-
SHAM também permaneceram maiores que as obtidas nos animais do grupo
controle (NP-SHAM), sendo estas estatisticamente significativas da 72 até a 162
semana de vida. (Figura 27). Apds a denervacao renal bilateral, na 82 semana de
vida, os animais do grupo LP-DNX apresentaram redugéo significativa da pressao
arterial sistélica, a partir da 102 semana de vida, quando comparado ao seu
controle LP-SHAM (figura 28). Assim, como observado na figura 29, os animais do
grupo LP-DNX apresentaram valores pressoricos equiparaveis aos obtidos nos
animais do grupo controle (NP-SHAM).
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Figura 27 - Efeito da nutricdo materna e da denervagdo renal bilateral sobre a pressdo
arterial sistdlica da prole ao longo das semanas de vida (NP-SHAM, n=8; LP-SHAM, n=8).
Os valores representam a média £ DPM. * p<0,05 (two-way ANOVA).
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Figura 28 - Efeito da nutricdo materna e da denervacdo renal bilateral sobre a pressao
arterial sistélica da prole ao longo das semanas de vida (LP-SHAM, n=8; LP-DNX, n=8).
Os valores representam a média + DPM. * p<0,05 (two-way ANOVA).
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Figura 29- Efeito da nutricdo materna sobre a pressdo arterial sistélica da prole ao longo
das semanas de vida (NP-SHAM, n=8; LP-DNX, n=8). Os valores representam a média +
DPM. * p<0,05 (two-way ANOVA).
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Figura 30 - Efeito da nutricio materna e da denervagdo renal bilateral sobre a pressdo
arterial sist6lica da prole ao longo das semanas de vida (NP-DNX, n=8; LP-DNX, n=8). Os
valores representam a média = DPM. * p<0,05 (two-way ANOVA).

90



NP XLP

S 180-

I LP-DNX
£ - LP-SHAM
g 160- B NP-DNX
7 = NP-SHAM
@ 140-

=

=

£

% 120-

g

[7]

[-4]

& 100l : : : . . .

SEMANAS

Figura 31 - Efeito da nutricdo materna e da denervagdo renal bilateral sobre a pressdo
arterial sistdlica da prole ao longo das semanas de vida (NP-SHAM, n=8; LP-SHAM, n=8;
NP-DNX, n=8; LP-DNX, n=8). Os valores representam a média + DPM (two-way
ANOVA).

4.4- Estudo da funcao renal

Experimento 1.

Os resultados relativos ao estudo da fungdo renal dos ratos do experimento
1, na 102 e 162 semana de vida, foram apresentados como média + DPM. Nao
observamos alteracdes na fungao renal da prole de machos de méaes submetidas
a restricdo proteica gestacional em relagdo aos controles na 102 semana de vida
(figura 32). Na andlise da funcdo renal na 162 semana de vida ndo foram
observadas alteragdes no volume urinario (VU) e no clearance de creatinina (CCr).
Entretanto, quanto as leituras de sédio, houve reducao da fragdo de excrecao total
de sédio (FE Na); (NP: 0.135 £ 0.015 vs LP: 0.066 + 0.002) que ocorreu as custas
da reducéo da fracdo de excrecdo pds-proximal de sodio (FEPP Na); (NP: 0.55 +
0.049 vs LP: 0.26 £ 0.022). Quanto a fracao de excrecao de potassio (FE K%) ndo

houve diferenca entre os grupos (figura 33).
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Figura 32 - Fung¢do renal na 10* semana de vida,executada no experimento 1: Clearance de
creatinina (CCr) . Fracdo de excrecdo total de sédio (FE Na%). Fracdo de excregdao
proximal de sédio (FEP Na%). Fracdo de excrecdo pés-proximal de sédio (FEPP Na%).
Fracdo de excregao de potassio (FE K%). Os valores representam média + DPM. * p<0,05
(teste T student, NP, n=7; LP, n= 8).
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Figura 33 - Funcio renal na 16* semana de vida, executada no experimento 1: Clearance de
creatinina (CCr) . Fracdo de excrecdo total de sédio (FE Na%). Fracdo de excregdo
proximal de sédio (FEP Na%). Fracdo de excrecdo pés-proximal de sédio (FEPP Na%).
Fracdo de excrecdo de potédssio (FE K%). Os valores representam a média + DPM. *
p<0,05 (teste T student, NP, n="7; LP, n=8).
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Experimento 2

Os resultados relativos ao estudo da fungéo renal dos ratos do experimento
2, na 102 semana de vida, ndo mostraram alteracbées no volume urinario € no
clearance de creatinina, porém, houve aumento significativo na FEP Na dos
animais do grupo LP-DNX, quando comparados aos seu grupo controle LP-SHAM
(LP-DNX: 28.15% 3.3 vs LP-SHAM:19.11+ 1.27). Este foi acompanhado pelo
aumento da FE Na (LP-DNX: 0.25+ 0.02 vs LP-SHAM: 0.15+ 0.02). A FEPP Na e
a FEK ndo apresentaram alteragdes quando comparados os valores nesta
semana (figura 34).

A analise dos resultados referentes ao estudo da funcao renal da prole de
ratas submetidas a restricdo proteica gestacional, na 162 semana de vida (figura
35) revelou aumento no VU dos animais do grupo NP-DNX em comparagdo com
os animais dos grupos LP-SHAM e LP-DNX (NP-DNX: 38,48+6,21 vs LP-SHAM:
25,3615,5 e LP-DNX: 22,99145,4). O clearance de creatinina nao foi alterado,
porém, a FE Na foi significativamente reduzida em ambos os grupos tratados, LP-
SHAM e LP-DNX, quando comparados ao controle NP-SHAM. (NP-SHAM:
0,0940,03 vs LP-SHAM: 0,040,008 e LP-DNX=0,04+0,01). Também houve
reducao da FEPP Na nos animais LP-SHAM em relagdo aos animais NP-SHAM
(NP-SHAM: 0,58+0,14 vs LP-SHAM: 0,32+0,08). A FEK apresentou-se
significativamente reduzida nos animais do grupo LP tanto SHAM quanto DNX, em
relacdo aos dos grupos NP. (NP-SHAM: 0,09+0,01 e NP-DNX: 0,08+0,02 vs LP-
SHAM: 0,04+0,01 e LP-DNX=0,04+0,008).
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Figura 34 - Funcio renal na 10* semana de vida, executada no experimento 2: Clearance de
creatinina (CCr) . Fracdo de excrecao total de sédio (FE Na%). Fracdo de excregdo
proximal de sédio (FEP Na%). Fracdo de excrecdo pds-proximal de sédio (FEPP Na%).
Fracdo de excrecdo de potassio (FE K%). Os valores representam a média + DPM. *
p<0,05 (one-way ANOVA, NP-SHAM, n=9; LP-SHAM, n=8; NP-DNX, n=8; LP-DNX,
n=8).
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Figura 35 - Fung¢ao renal na 16* semana de vida, executada no experimento 2: Clearance de
creatinina (CCr) . Fracdo de excrecdo total de sédio (FE Na%). Fracao de excrecao
proximal de sodio (FEP Na%). Fracdao de excrecdo pds-proximal de sédio (FEPP Na%).
Fracdao de excrecdo de potdssio (FE K%). Os valores representam a média + DPM. *
p<0,05 (one-way ANOVA, NP-SHAM, n=5; LP-SHAM, n=7; NP-DNX, n=5; LP-DNX,

n=06).
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4.5- Avaliacao morfométrica e estereologica dos neurdnios do ganglio
da raiz dorsal.

Pela analise das 45 imagens de cada grupo (obtidas por microscopia
confocal a Laser e analisadas pelo software Image J®) nao observamos
diferencas significativas nas areas ocupadas pelas subpopulacdes de neurdnios
do DRG quando comparamos LP e NP como demonstrado na figura 36. Porém,
nesta amostragem, observamos redug&o significativa no numero de neurdnios
pequenos (P) do grupo LP comparativamente ao NP (figura 37).

A analise estereoldgica dos GRDs, nao revelou diferencgas significativas no
namero total de neurbénios quando comparamos os resultados obtidos nos grupos
NP e LP (Figura 38).

AREAS DAS SUBPOPULAGOES DE NEURONIOS
2500

20004

1500+

[ |
5
10004

L dT S

?R © o 2 ¥ o0
LIRS N R

Figura 36 - Efeito da restricdo protéica gestacional nas subpopula¢des de neurdnios do
ganglio da raiz dorsal da prole. Areas das diferentes populacdes de neurdnios obtidos de 3
ratos com 16 semanas de vida (NP, n=45; LP, n=45). Os valores representam a média +
DPM. * p<0,05 (teste T student).
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Figura 37 - Efeito da restricdo protéica gestacional nas subpopulagdes de neurdnios do
ganglio da raiz dorsal da prole. Nimero de neurdnios obtidos de 3 ratos de cada grupo (NP,
n=45; LP, n=45). Os valores representam a média £ DPM. * p<0,05 (teste T student).
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Figura 38 — Anilise estereoldgica do GRD T13 direito. Efeito da desnutricdo proteica
sobre as populagdes de neurdnios. Numero de neurdnios totais obtidos de 3 ratos Np vs.
LP, dividido pelos seus respectivos pesos. Os valores representam a média + DPM (teste T
Student).

98



4.6- Estudo por microscopia confocal a laser de SP, CGRP e NK1R nos
neurodnios do GRD.

A imunorreatividade de CGRP nos neurbnios do ganglio da raiz dorsal (T13)
dos ratos do grupo LP apresentou expressiva redugéao (figura 39) confirmada pela
quantificagdo usando o software Image J® onde, as médias da intensidade de
luminescéncia foram significativamente menores no grupo LP, em todas as
subpopulacdes de neurbnios como demonstrado na figura 40. Ao analisarmos
separadamente os nucleos (figura 41) e os citoplasmas (figura 42), observamos
que em ambos ocorreu redugcao da imunorreatividade.

As imagens da imunofluorescéncia para SP também demonstram reducao
na imunorreatividade nos neurbnios dos animais do grupo LP (figura 43)
comparativamente aquela obtida em NP. Através do software, foi possivel detectar
reducao na intensidade de fluorescéncia entre as subpopulacées de neurdnios
pequenos e médios (figura 33). Quando analisamos separadamente o0s
compartimentos nucleares (figura 35) e citoplasmaticos (figura 34) observamos
que a reducao ocorreu apenas no citoplasma dos neurénios dos animais do grupo
LP.

Quanto a imunofluorescéncia para NK1R observamos aumento sutil nos
animais do grupo LP (figura 47). Entretanto, a quantificacdo pelo software nos
neurdnios pequenos, medios e grandes revelou aumento significativo de
intensidade de Ifluorescéncia em todo neurbnio (nucleo + citoplasma) como
ilustrado na figura 48. As analises do citoplasma mostraram significativo aumento
da imunorreatividade (figura 49), o que também foi observado na leitura do nucleo
de todos os neurénios (figura 50).
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DAPI CGRP MERGE

Figura 39- Imunofluorescéncia para CGRP em GRD T13. Imagens representativas dos
resultados obtidos por microscopia confocal a laser. Observe que a reducdo na
imunorreatividade, em todos os neurdnios do grupo LP, € patente comparativamente a
observada em NP.
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Figura 40 - Quantificacdo da imunorreatividade de CGRP nas diferentes populacdes de
neurdnios e em todos os neurdnios (NP, n=15; LP, n=15). Os valores representam a média
+ DPM. * p<0,05 (teste T student).
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Figura 41 - Quantificacdo da imunorreatividade de CGRP no citoplasma das diferentes
populacdes de neurdnios e em todos os neurdnios (NP, n= 15; LP, n=15). Os valores
representam a média £ DPM. * p<0,05 (teste T student).
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Figura 42 - Quantificacio da imunorreatividade de CGRP no nicleo das diferentes
populagcdes de neurdnios € em todos os neurdnios (NP, n= 15; LP, n=15). Os valores
representam a média £ DPM. * p<0,05 (teste T student).
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Figura 43 — Imunofluorescéncia para SP em GRD T13. Imagens representativas dos
resultados obtidos por microscopia confocal a laser. Repare a imunorreatividade ¢ menor
no grupo LP comparativamente a observada em NP.
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Figura 44 - Quantificacdo da imunorreatividade de SP nas diferentes populagdes de
neurdnios e em todos os neurdénios (NP, n= 15; LP, n=15). Os valores representam a média
+ DPM. * p<0,05 (teste T student).
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Figura 45 - Quantificacdo da imunorreatividade de CGRP no citoplasma das diferentes
populacdes de neurdnios e em todos os neurdnios (NP, n= 15; LP, n=15). Os valores
representam a média + DPM. * p<0,05 (teste T student).
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Figura 46 - Quantificacdo da imunorreatividade de CGRP no nicleo das diferentes
populacdes de neurdnios e em todos os neurdnios (NP, n= 15; LP, n=15). Os valores
representam a média + DPM. * p<0,05 (teste T student).
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DAPI NKI1R MERGE

Figura 47 - Imunofluorescéncia para NKIR em GRD T13. Imagens representativas dos
resultados obtidos por microscopia confocal a laser. Repare a imunorreatividade é maior no
grupo LP comparativamente a observada em NP.
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Figura 48 - Quantificacdo da imunorreatividade de NKIR nas diferentes
populagcdes de neurdnios € em todos os neurdnios (NP, n= 15; LP, n=15). Os valores
representam a média £ DPM. * p<0,05 (teste T student).
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Figura 49 - Quantificacdo da imunorreatividade de NKIR no citoplasma das diferentes
populacdes de neurdnios e em todos os neurdnios (NP, n= 15; LP, n=15). Os valores
representam a média £ DPM. * p<0,05 (teste T student).
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Figura 50 - Quantificacio da imunorreatividade de NKIR no nicleo das diferentes
populagcdes de neurdnios € em todos os neurdnios (NP, n= 15; LP, n=15). Os valores
representam a média £ DPM. * p<0,05 (teste T student).
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4.7- Estudo por microscopia confocal a laser de SP e CGRP na parede

pélvica renal de ratos com 16 semanas de vida.

Ao analisarmos as imagens da imunofluorescéncia para CGRP observamos
que houve aumento na imunorreatividade na parede pélvica renal dos animais do
grupo LP (figura 51), confirmado pela quantificacdo, onde foi possivel detectar
aumento estatisticamente significativo da intensidade de fluorescéncia,
demonstrado na figura 52.

Quanto a imunofluorescéncia para SP, ndés ndo observamos alteracdes na
imunorreatividade da parede pélvica renal dos animais do grupo LP, quando
comparados ao grupo controle (figura 53). Estas observagdes foram confirmadas

pela quantificagao demonstrada na figura 54.

DAPI CGRP MERGE

Figura 51 — Imagens representativas da imunofluorescéncia para CGRP na pelve renal.
Repare que a densidade de marcacdo em LP € maior do que a observada em NP.
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Figura 52 - Quantificacdo de CGRP na pelve renal de ratos (NP, n= 15; LP, n=15). Os
valores representam a média + DPM. * p<0,05 (teste T student).

DAPI SP MERGE

Figura 53 - Imagens representativas da imunofluorescéncia para SP na pelve renal. Nao
observamos diferenga na marcagdo em LP comparativamente a observada em NP.
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Figura 54 -- Quantificacdo de SP na pelve renal de ratos (NP, n=15; LP, n=15). Os valores
representam a média + DPM. * p<0,05 (teste T student).
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DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

Diversas evidéncias epidemiolégicas e estudos em modelos animais tém
demonstrado que, alteragcdes extremas no ambiente intrauterino durante periodos
importantes do desenvolvimento podem elevar o risco de doencas cardiovasculares,
metabdlicas e neuroenddcrinas na vida adulta (BARKER et al., 1989;1995; LAW et al.,
1991; LANGLEY-EVANS, 1998; ASHTON, 2000; MAO, et al., 2009). A este fenédmeno
no qual o organismo € moldavel durante estes periodos criticos do desenvolvimento,
deu-se 0 nome de programacao fetal (HALE e BARKER, 2001; SANDMAN et al.,2011).
Em estudos realizados em nosso laboratério, utilizando o modelo de restricdo proteica
gestacional severa (6% proteina na dieta), foi demonstrado que a prole de ratos
machos oriundos destas maes apresenta maior chance de desencadear diversos
distarbios na vida adulta, dentre os quais alteracées funcionais renais diretamente
relacionadas com o desenvolvimento de hipertensdo arterial nestes animais
(MESQUITA et. al., 2010).

Assim como outros trabalhos, o presente estudo demonstrou que modificacdes
no ambiente intrauterino causado pela restricdo proteica, promove redu¢cao na massa
corporal da prole ao nascer quando comparados com a prole de maes que receberam
a dieta normal com 17% de proteina (LANGLEY-EVANS, 1998; ASHTON, 2000;
EDWARDS et. al., 2001; WOODALL et. al., 1996 MESQUITA et. al., 2011; LIMA et. al.,
2012,). Este baixo peso ao nascimento é um importante marcador de programacao
fetal, demonstrando que houve alteragdes, principalmente no aporte nutricional fetal
(LUCAS et. al., 1999). JANSSON et. al. 2006 sugerem que nestes modelos de restricado
proteica ha uma reducao de importantes transportadores placentarios de aminoacidos,
assim o menor aporte de nutrientes acabam contribuindo para reducdo do peso ao
nascer. Sabe-se também que a exposicao fetal a altos niveis de glicocorticoides afetam
in uteri, o crescimento embriofetal em roedores (BENEDIKTISSON et. al., 1993). A
exposigao fetal aguda ou crdnica a glicocorticoides sintéticos, como a dexametasona,
causa além de apoptose de células progenitoras, alteragcdes no desenvolvimento e
maturacao de diversas células e tecidos. O mecanismo pelo qual ocorre tais alteracoes
estdo relacionadas a reducdo placentaria da enzima 11B-hidroxiesterdide
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desidrogenase do tipo 2 (11B-HSD- 2), que tem a fungao bioldgica de converter nos
humanos o cortisol materno em sua forma inativa, a cortisona, e nos animais converte
a corticosterona em dehidrocorticosterona. (SECKL et. al., 2007; LANGLEY-EVANS et.
al., 1996). Assim, animais filhos de maes submetidas a restricdo proteica gestacional
estdo expostos a elevados niveis de glicocorticoides maternos que contribuem para a
reduzida massa corporal dos animais ao nascer, como também observado neste
estudo.

Confirmando estudos prévios (MESQUITA et. al., 2011; LIMA et. al., 2012;
SCABORA et al., 2013), nossos resultados mostraram significativa elevacdo da
pressao arterial sistélica acompanhada pela reducédo expressiva da excrecao de sodio
urinario em animais do grupo LP, sem que tenha havido alteragdes significativas na
filtracdo glomerular estimada pelo clearance de creatinina (CCr). A dieta materna tem
papel importante na ontogénese renal e a restricdo de proteina durante a gestagdo
promove redugdo no numero de nefros nestes animais. (OJEDA et. al., 2008,
MESQUITA et. al., 2011) Muitos modelos animais de programacao fetal apresentam
relacdo inversa entre a reducdo da massa corporal ao nascer e o desenvolvimento de
hipertensdo arterial sistémica. Estudos em animais submetidos a restricdo de
crescimento intrauterino (RCIU) demonstraram que o desenvolvimento dos rins
apresenta alta sensibilidade e alteragcdes ontogénicas a variagbes do ambiente
intrauterino, particularmente, durante as fases iniciais da nefrogénese (LANGLEY-
EVANS et. al., 1999). Sendo assim, ja esta bem definido que o reduzido numero de
nefros contribui, pelo menos parcialmente, para a elevagao da pressao arterial na vida
adulta na prole de ratas submetidas a restricao proteica gestacional (LANGLEY-EVANS
et. al.,, 1999; MESQUITA et al., 2011). Entretanto os mecanismos pelos quais isto
ocorre ainda sdo mal entendidos (MESQUITA et. al., 2011). Devemos levar em
consideracao também as possiveis alteracées causadas em outros 6rgaos e sistemas
responsaveis pela manutencao da pressao arterial e pelo balanco hidroeletrolitico.

E sabido que animais, nascidos de mées que sofreram restricdo proteica durante
a gestagédo apresentam diversas alteragdes de desenvolvimento do sistema nervoso
central, dentre eles reduzido numero de neurdnios no tronco cerebral nos periodos

iniciais da vida, menor quantidade de receptores AT1 e AT2 no nucleo do trato solitario
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(NTS). Além de alteracdes destes mesmos receptores no hipotalamo (SCABORA et al.,
2013; DE LIMA et al., 2012). O NTS assim como, a medula rostral ventrolateral e areas
do hipotalamo sao importantes regides do SNC, envolvidas na homeostase
hidrossalina e atividade autonémica que implicam no controle central dos reflexos
barorreceptores e quimiorreceptores, fazendo a modulagdo da atividade simpética
cardiovascular. Alteracdes nestas regides do SNC apresentam um potencial para o
desenvolvimento de hipertensao arterial relacionada a disturbios do metabolismo de
agua e sal bem como da atividade autondémica (GUYENET, 2006). A atividade
simpatica renal € um importante modulador da excregdo dos eletrélitos e quando
alterada, promove maior ou menor retencdo de sais, principalmente sédio, podendo
contribuir para 0 aumento da volemia e consequentemente a hipertensao arterial
sistémica. Estudos sobre a atividade nervosa renal neste modelo animal sdo escassos.

Tendo em conta as observagdes acima, € provavel que animais programados
(LP) apresentem maior atividade simpética renal que, assim como animais SHR, levam
a menor fracdo de excrecao urinaria de sddio o que contribuiria, pelo menos em parte,
para a elevacdo da pressao arterial sistélica na prole de animais LP. Sabe-se que a
atividade neural aferente renal tem papel importante na modulacdo da atividade
nervosa eferente renal, sendo esta ultima a moduladora da manipulacao de eletrdlitos
pelos diferentes segmentos tubulares renais. Até 0 momento, ndo se conhecia se em
animais programados ocorria elevagdo da atividade nervosa eferente renal,
contribuindo com a maior retencdo de sédio e agua pelos rins, ou se a atividade
aferente estd reduzida, deixando de fazer seu papel modulador negativo sobre a
atividade eferente simpatica renal. Como observado no presente estudo, apéds
denervacao renal bilateral na 8 semana de vida, houve uma expressiva reducao da
pressao arterial sistélica nos animais do grupo LP-DNX, sendo significativa a partir da
102 semana de vida, acompanhada por um aumento da excre¢do de sédio quando
comparado ao seu grupo controle LP-SHAM.

O sistema nervoso simpatico tem papel fundamental na regulacdo do débito
cardiaco, da pressdao sanguinea e do equilibrio hidroeletrolitico, mantendo a
homeostase no fluxo tecidual e sobre a composicdo dos fluidos corporais.

Barorreceptores e quimiorreceptores tém a fungao de enviar ao sistema nervoso central

113



sinais sensoriais. A atividade do sistema nervoso simpatico € modulada pelo nucleo do
trato solitario, localizado no mesencéfalo, que sdo coordenados por estruturas neurais
diencefalicas e corticais. Os sinais eferentes simpaticos regulam a pressao arterial por
de um conjunto de modificagbes hemodinamicas, mediadas por receptores
adrenérgicos, tais como receptores [-adrenérgicos que modificam a contratilidade
cardiaca e consequentemente, o débito cardiaco e promovem a secrecdo de renina
pelos rins. Simultaneamente, efeitos sobre a vasoconstricdo periférica ocorrem pela
ativacao de receptores a—adrenérgicos, também responsaveis pela maior retencao de
sédio e 4gua nos tubulos renais. (ESLER, 2010)

Evidéncias clinicas tém demonstrado interacdo entre a atividade simpatica renal
e a atividade simpatica global, através de achados em pacientes com doenca renal
cronica, em estagio final, nos quais a elevada atividade do sistema nervoso simpatico
foi reduzida apds a nefrectomia, equiparando-se aos niveis encontrados em individuos
saudaveis (CONVERSE, et al., 1992). No entanto, a maior parte destas evidéncias vem
de estudos com animais. O papel crucial dos nervos aferente e eferente renais, sobre o
controle da presséo arterial tem sido demonstrado em varios modelos animais de
hipertensdo arterial associado ou ndo a doencgas renais pré-existentes (KRUM et al.,
2011). A denervacao renal bilateral foi capaz de reduzir os niveis venosos e urinarios
renais de noradrenalina em cerca de 80%, pos-estimulacdo simpatica em modelos
animais, (BRADLEY e HIEMDAHL, 1984). A estimulacdo dos nervos eferentes renais
também promove aumento da resisténcia vascular renal contralateral associada a
elevacao da pressao arterial média. (BRADLEY e HJEMDAHL, 1986). Observando a
acao tubular renal da atividade simpatica renal, os receptores a-adrenérgicos induzem
efeitos antinatriurético nos tubulos proximais com expressiva retencao de sédio,
associado a vasoconstricgdo induzida por receptores a-adrenérgicos, reduzindo o fluxo
sanguineo renal. Ja os receptores 1-adrenérgicos estimulam a secrecao de renina
pelas células justaglomerulares com subsequente ativacdo do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (WYSS et al., 1999), bem como a reabsor¢ao tubular renal de
sodio. No entanto, em diferentes espécies e modelos animais de hipertenséo arterial,
os efeitos e distribuicdo no parénquima renal de receptores a-adrenérgicos sao
variaveis. (HERING, et. al. 2011)
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Com a completa denervagéo renal bilateral, ha a supressao das vias aferentes e
eferentes renais, reduzindo assim a atividade eferente simpatica oriunda do SNC,
reduzindo sua reabsor¢ao tubular de sédio com observado no presente estudo a partir
da 102 semana de vida nos animais do grupo LP-DNX. Este efeito da supressao
simpatica renal ocorre a despeito da redugédo da atividade neurossensorial renal, que
modula negativamente a atividade simpatica. Vale ressaltar que, a partir da 122 de vida
observamos ja uma elevacao da pressao arterial dos animais do grupo LP DNX. Isto
possivelmente ocorra devido ao processo progressivo de reinervagao renal. Em nosso
trabalho, observamos que a elevacao da presséo arterial ocorreu de forma gradual a
partir da 122 semana de vida correspondente a 42 semana pds denervacao.

Estudos recentes demonstraram, por imunofluorescéncia, que a densidade
optica dos nervos simpaticos em rins denervados foi reduzida em mais de 95% em
relacdo ao rim contralateral inervado no primeiro dia apdés a denervacao renal.
Gradualmente, ha um aumento do conteudo de NPY (marcador de atividade eferente)
nos nervos simpaticos renais chegando, na 42 semana, a cerca de 40-50% do
conteudo quando comparado ao rim controle inervado, e a 100% entre 9 e 12 semanas
apds a denervacao renal. Este mesmo estudo mostrou que os nervos simpaticos
renais, tanto aferente quanto eferentes, reinervam o tecido renal de maneira similar ao
padrao de inervacao pré-denervagdo. Estudos mostram que existem diferencas entre
espécies quanto ao tempo necessario para que haja a reinervagado simpatica poés-
denervagado, sendo semanas para ratos, meses em caes e de meses anos em
humanos. (MULDER et al., 2013).

Como ja haviamos dito, nossos animais apresentaram a elevacao da pressao
arterial de forma gradual a partir da 122 semana de vida, sendo esta a 42 semana pés
denervacao. Com estes dados, podemos inferir que reinervacao renal estd ocorrendo,
aparentemente ja apresentando participacdo ativa no controle da pressao arterial
quando esta atinge cerca de 50% de reinervacdo. Estes, porém, sdo dados
controversos uma vez que a hipertensao é dependente de muitos fatores, dentre elas a
retencdo de sédio e liquidos que nao foram ainda significativos neste periodo de
observacao especificamente.
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Nos GRD, principal porta de entrada do sinal nervoso enviado pelos rins aos
SNC, nao observamos diferencas entre as areas nas diferentes subpopulacbes de
neurénios, tanto pequenos quanto médios e grandes, porém, entre as imagens colhidas
aleatoriamente dentro do géanglio por microscopia confocal, observagdo reducao do
namero de neurdnios pequenos no grupo LP em relacdo ao grupo controle. Os
Neurdnios pequenos, possuem fibras ndao-mielinizadas do tipo C, sendo as principais
fibras relacionadas a atividade sensorial . Estes resultados também coincidem com
aqueles previamente descritos por SCABORA et al., 2013, onde animais expostos a
restricdo proteica durante sua gestacdo apresentaram alteracées de desenvolvimento
do SNC com reduzido ndmero de neurbénios do tronco cerebral. Os resultados
observados no presente estudo podem sugerir que uma possivel reducao da atividade
sensorial como consequente aumento da atividade eferente possa decorrer desta
reducado dos numero de neurbnios pequenos.

Os resultados do presente estudo mostram expressiva reducdo da pressao
arterial associada a reducao da reabsorcao tubular renal de sédio nos animais LP apds
a denervacao renal completa bilateral. Simultaneamente, o estudo apresenta reducao
da imunorreatividade de Substancia P (SP) e CGRP nos neurbnios dos GRD nos
animais da prole de ratas programadas quando comparadas a prole controle.
Adicionalmente, o estudo apresenta elevagdo na imunorreatividade de NK;R nos
corpos neuronais do GRD da prole LP.

Como em outros 6rgdos neurossensoriais, a atividade neural aferente renal é
mediada pela SP e CGRP, sendo que estes neuropeptideos estdo co-localizados em
parte expressiva das terminacdes nervosas da pelve renal. A expressao neuronal renal
de CGRP ¢é abundante se ndo mais intensa que a de substancia P na parede pélvica
(LIU e BARAJAS 1993). Assim, aproximadamente 90% dos neurénios localizados entre
T10-L3 nos ganglios da raiz dorsal, em ratos, sdo imunorreativos para SP e CGRP
(KUO et al. 1984; SU et al. 1986).

Estudos prévios tem demonstrado que anormalidades foram observadas na
atividade reflexa renorrenal em animais espontaneamente hipertensos com uma
reducdo na secrecao de substancia P no efluente pélvico renal (KOPP et al. 1987;

1998). Além disso, a administracao pélvica de substancia P ndo eleva a ARNA nestes
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animais de maneira semelhante ao observado em animais controles, caracterizando se
uma importante disfung&o do reflexo renorrenal (KOPP et al. 1998). Outros estudos em
ratos normotensos demonstraram que a administracdo pélvica de substancia P ou
CGRP promovem respostas reflexas renorrenais similares e, que o tratamento com
antagonistas destes receptores (capsaicina e h-CGRP8-37), atenuam esta resposta
aferente renal ao aumento progressivo da pressao pélvica (GONTIJO et al. 1994; 1999;
KOPP et al. 1993;1996). Estas observacoes, tomados em conjunto com o presente
estudo, sugerem que a possivel disfungcdo neurossensorial renal na prole LP possa
estar associada com reducdo na producao neural destes neuropeptideos em ganglios
da raiz dorsal destes animais. Estas observag¢des sao importantes porque fornecem um
novo quadro para a compreensado da etiologia das modificagées funcionais renais
observadas nos animais LP associadas com o desenvolvimento de hipertenséo arterial.

Estudos em modelos de hipertensdo de causa genética tem demonstrado uma
reducao na concentracao plasmatica de SP em resposta ao estresse, em comparacao
com individuos normotensos (FAULHABER et al. 1987), bem como varios estudos tém
demonstrado um aumentado limiar a dor em homens e ratos hipertensos (GUASTI et
al. 1995; IRVINE et al. 1997; SCHOBEL et al. 1996; SITSEN et al. 1997). Estes
trabalhos sustentam a possibilidade que uma menor capacidade de resposta de
receptores sensoriais renais na prole LP possa estar, em parte, relacionada a um
defeito na sintese e/ou liberagdo de SP e/ou CGRP em terminac¢des neurais renais. Os
achados relativos a reduzida imunorreatividade ganglionar de SP e CGRP, vista aqui
na prole de ratos LP suportam ainda a hipétese de que uma reduzida resposta aferente
renal esteja relacionada a redugao destas neurocininas.

Os NK1R sdo amplamente distribuidos em varios tecidos e érgdos. A alta
marcacao de NK1R no sistema nervoso sensorial (ganglios dorsais) sugere que este
desempenha um papel importante no controle desta atividade neuronal. A presenca de
NK1R contribui para a ativacdo de receptores sensoriais renais em ratos normotensos
(KOPP et al. 1991a; 1991b; 1993) . Estudos prévios tem demonstrado que CGRP
regula a expressdo de NK1R na medula espinhal, (SEYBOLD et al. 2003) e retarda o
metabolismo de SP (GONTIJO et al. 1999), e desta forma aumenta a quantidade de SP

disponivel para estimulacdo de receptores de SP. Observacbes em vasos tém
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demonstrado redugcdo nos niveis da substdncia P nas terminagbes axonais de
individuos hipertensos (EGASHIRA et al. 1995; HUANG et al. 1995; PANZA et al.
1994). No presente trabalho, a maior imunomarcagdo ganglionar de NK1R nos
neurdnios sensoriais bem como a elevada concentracdo pélvica de CGRP podem
corresponder a tentativa de “upregulation” de uma alterada atividade neural sensorial
nos animais da prole LP. No entanto, o presente estudo ndo exclui a possibilidade de
que uma presumivel reducdo da atividade sensorial renal em LP possa estar
relacionada a defeito nos mecanismos de acoplamento do receptor de membrana de e
seu agonista, substancia P.

Nossos resultados também nao podem afastar a possibilidade, a despeito da
elevada imunomarcacao de NK1R nos ganglios dorsais, de que possiveis alteracoes
neurais no rim da prole LP resultem de um defeito de translocagédo destes receptores
do citosol para a membrana neuronal (SOLOMON et a. 1999). Uma disfuncdo nesta
translocacao de NK1R associada ao decréscimo na producao de SP e CGRP nos GRD
em ratos LP, poderia causar um aumento da retencao renal de sal e agua, contribuindo
para o desenvolvimento de hipertensdo arterial nestes animais programados
(MESQUITA et. al.,, 2011; LIMA et. al.,, 2012; SCABORA et al., 2013). Embora o
presente estudo tenha demonstrado que a imunorreatividade de NK1R esteja
aumentada nos GRD em LP comparado ao grupo NP, pouco conhecemos sobre as
moléculas de sinalizagcédo e vias que sao ativadas em fungéo da ativacao de receptores
NK1. Uma vez que a regidao promotora que respondem a ativacao de receptores NK1
envolve vias mediadas pelo cAMP (CRE), n6s aventamos a hipétese que a reducao
dos niveis neuronais de SP e CGRP nos GRD possam regular a expressdao de
receptores NK1 via fatores de transcricdo relacionados a cAMP (SEYBOLD et al.
2003).

Substancia P e CGRP séao potentes neuropeptideos vasodilatadores cujo sitio de
sintese sdo predominantemente os GRD. Os niveis de mRNA para CGRP estao
elevados nos GRD e a expressao junto ao conteudo de CGRP é elevado na medula
espinhal em ratos hipertensos DOCA-Sal (SUPOWIT et al. 1993; 1995; 1997). Os
corpos celulares dos ganglios da raiz dorsal sintetizam CGRP e exportam este

neuropeptideo para terminagdes axonais, vasos sanguineos e centralmente para
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medula espinhal. Estes sitios estdo envolvidos na sua maioria na regulagcao da pressao
arteria. O aumento da sintese deste potente vasodilatador ocorre
compensatoriamente, em resposta a elevacao pressérica. Entretanto, ndo se conhece
se a producao neuronal de CGRP ¢ elevada simplesmente pela elevagao pressoérica ou
por modificagdes de outros parametros. No presente estudo a expressiva redugao dos
niveis de SP e CGRP nos GRD a despeito da elevacao pressoérica no grupo LP sugere
que a elevacao da pressao arterial, isoladamente, ndo contribui para modificacdes
neuronais do conteudo destes neuromoduladores. Uma vez que neste estudo nao
houve a determinacédo da expressdo de mRNA para SP e CGRP nos GRD, n6s nao
podemos excluir a possibilidade que uma elevacao da pressao arterial module os niveis
destes neuropeptideos.

Os dados sobre os niveis circulantes de SP e CGRP s&o controversos em
modelos experimentais de hipertensdo arterial e em hipertensos humanos, com
resultados que mostram aumento (MATSUDA et al. 1993), auséncia de modificacdes
(SCHIFTER et al. 1991), ou redugdo dos niveis. (EDVINSSON et al. 1989) Como
descrito acima, tendo em conta os resultados do presente estudo, estes diferentes
achados podem ser consequéncia de disfungédo do transporte axonal ou um transporte
assimétrico destes neuropeptideos entre as terminagdes sensoriais centrais e
periféricas como observado em modelos de diabetes mellitus experimental
(TOMLINSON et al. 1988).

Adicionalmente, os niveis teciduais e plasmaticos de neurotrofinas sao
significativamente elevados em modelos de hipertensdo arterial experimental. Estes
elevados niveis estdo relacionados a sobrevivéncia, diferenciacdo e ramificacao da
inervagao simpética visceral (ZHANG et al. 2001). Dentre estas neurotrofinas encontra-
se o fator de crescimento do nervo (NGF) que atua através da via tirosina quinase
(trkA) no controle da sintese de diversos neuropeptideos dentre os quais CGRP.
Assim, a presenca de NGF é responsavel pela manutencao do fendtipo de populagdes
neurossensoriais, pelo menos em parte, pela regulacdo da expressdo de SP e CGRP
(SNIDER et al. 1998)
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Trabalhos recentes sugerem que os fendtipos de neurénios do GRD e neurdnios
nociceptivos do corno dorsal da medula espinhal sdo determinados por conjuntos
distintos de fatores de transcricdo (ZHANG et al. 2006). A especificacdo desses
neurdnios inclui a distribuicao de controle e redistribuicdo de canais ions, receptores e
suas moléculas regulatérias. A expressao superficial induzida por estimulo de
receptores e canais idnicos aparentemente funciona como mecanismo que modula
rapidamente a sensibilidade neuronal em resposta a estimulos nociceptivos.
Entretanto, esta regulacdo induzida por estimulo de receptores e canais na dindmica
das interagdes entre as proteinas da membrana e na transmissao de sinais continua a
ser investigado. Portanto, alteragdes crbénicas de neuromodulacdo podem levar a
reprogramagao de fenétipos de neurbnios no circuito e distorcer as caracteristicas de
estimulo-resposta normais do circuito.

Em conclusao, os resultados do presente estudo sugerem que anormalidades na
ativagdo da atividade sensorial neural nos rins nos animais da prole LP, e
consequentemente, hiperatividade eferente simpatica, possam estar relacionadas a
modificacdes na expressao de neuropeptidios nos neurdnios do DRG. Nossos achados
também evidenciam que a expressado de receptores NK1 possa ser controlada pelos
niveis de neuropeptidios no SNC. No6s especulamos ainda que uma provavel resposta
inapropriada da atividade sensorial aferente renal nos animais LP possa estar
relacionada a mecanismos que controlam a sintese de CGRP e substancia P e
independem da elevacao pressorica. Estas anormalidades poderiam contribuir para a
retencdo tubular renal de sbédio e a elevagcdo da pressdao arterial nos animais
programados.

120



5.1 Consideracoes finais.

A programagéo fetal € um conceito muito bem estabelecido no qual o
principal marcador neonatal € o baixo peso ao nascer. Em modelos experimentais
a manipulacédo da dieta materna durante a gestacao é um dos principais métodos
de estudo para se entender os mecanismos que levam a esta programagao.
Nossos animais apresentaram baixo peso ao nascimento com o desenvolvimento
posterior de hipertensao, além de alteracdes no padrdao de excrecao de sédio, a
qual péde ser atenuada através da denervagao renal bilateral mostrando a
importancia da inervagédo renal na manipulacdo dos eletrdlitos pelos rins e na
contribuicdo desta para o desenvolvimento do processo hipertensivo.

Supomos que em nosso modelo de restricao proteica gestacional a prole de
ratos machos apresentam alteragdes na atividade simpatica e, de acordo com a
teoria do reflexo renorenal, nestes hd um desequilibrio entre atividade aferente e
eferente contribuindo para maior liberacdo renal de catecolaminas, promovendo
maior retencao tubular de sédio particularmente, pelos tubulos distais, aumento na
liberacdo de renina pela macula densa e vasoconstricdo das arteriolas renais
contribuindo para o processo hipertensivo neste modelo animal. Com o processo
de denervacao, retiramos este estimulo eferente, ou seja, menor estimulo
adrenérgico sobre o rim o que contribuiu para reducéo na reabsorcao de sodio,
liberagdo de renina, reduzindo a pressao arterial nestes animais programados.

Através destes resultados podemos assumir que:

1. A Denervacdo renal bilateral na 8% semana de vida, promoveu reducao da

pressao arterial sistélica e aumento da excrecdo de sodio na prole de ratas

submetidas a restricao proteica gestacional. Observado na 102 semana de vida.

2. Nao foi observado alteracdo nos tamanhos dos neurdnios, nem na quantidade

total de neurbnios observados na estereologia, porém, nas amostragens obtidas

por microscopia confocal, observou-se redugdo no numero de neurbnios

pequenos no ganglio da raiz dorsal (T13) na prole de ratas submetidas a

restricdo proteica gestacional.
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. Houve reducdo da imunorreatividade Substancia P e CGRP no ganglio da raiz

dorsal (T13) da prole de ratas submetidas a restricao proteica gestacional.

. Houve aumento da imunorreatividade do receptor 1 neurocinina no ganglio da

raiz dorsal (T13) da prole de ratas submetidas a restricao proteica gestacional.

. Houve aumento da imunorreatividade CGRP na parede pélvica renal sem

alteracdes significativas na quantidade de SP
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6 CONCLUSAO:

A prole de ratas submetidas a restricdo proteica durante a gestagéo, apresenta
alteracao da funcao tubular renal (reducdo da excrecao urinaria de sédio), que pode
contribuir para o desenvolvimento e/ou manutencdo da hipertensdo arterial nestes
animais. Ao mesmo tempo o estudo demonstrou que a denervagao renal bilateral
atenua significativamente, a retengéo renal de sédio e a elevagao pressorica observada
nesta prole programada. O estudo também evidenciou que ocorrem redugdes no
contetdo de substancia P, CGRP e aumento dos receptores-1 para neuroquinina nos
ganglios da raiz dorsal associadas a elevacdo de CGRP na pelve renal, sugerindo
modificacées da resposta neurossensorial renal na prole LP. Juntos estes achados
podem sugerir o envolvimento neural renal na retencdo de sodio e na elevagdo da
pressao arterial observados neste modelo de programacéo fetal induzida pela restricao

proteica durante toda a gestagéao
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