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RESUMO

Estudos tém mostrado que a restricao proteica gestacional programa o fenétipo da
prole a fim de torna-lo compativel com o provavel ambiente encontrado na vida
pés-natal. No entanto, se a oferta nutricional tornar-se abundante apdés o
nascimento, aumenta-se o risco etioldgico de desenvolvimento de doencas
cardiovasculares, como a hipertensao arterial, na prole adulta. Um importante fator
que contribui para esse processo € a alteragdo do metabolismo hidrossalino,
caracterizado pela alta retencdo de sdédio nesse modelo. Visto que o rim € o
principal 6rgdo de controle hidroeletrolitico e sua funcdo é minuciosamente
modulada pelo sistema nervoso por meio da transmissdo catecolaminérgica
central, alteracbes nesse sistema teriam um papel fundamental nas modificacées
da funcao renal e, consequentemente, na etiologia da hipertensao arterial. Diante
disso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar as implicagcbes da transmissao
noradrenérgica central mediada por a-adrenoceptores sobre o balanco
hidroeletrolitico renal em ratos machos adultos submetidos a restricdo proteica
durante o periodo fetal. Ratas Wistar prenhes foram submetidas a dieta
hipoproteica durante a gestacdo e, na prole de machos, foi realizado a
caracterizacao antropométrica e pressérica. Na idade adulta, estes animais foram
submetidos a implantagdo de uma céanula intracerebroventricular para
microinjecdo de antagonistas al- e a2-adrenoceptores durante a avaliacdo de
funcdo renal pelo clearance de litio e creatinina. Os animais submetidos a
restricAo proteica durante o desenvolvimento fetal apresentaram significativa
reducao do peso ao nascer e aumento da pressao arterial sistélica. O estudo da
funcédo renal revelou que o estimulo simpatomimético por epinefrina frente ao
bloqueio prévio de a2-adrenoceptores centrais promoveu antidiurese acentuada,
bem como elevacado significativa da natriurese nesses animais. Os resultados
sugerem que a massiva retengdo de sodio e agua observada nesse modelo
experimental se deve, pelo menos em parte, a uma possivel alteracdo da atividade

e/ou numero de a2-adrenoceptores centrais, isolada ou em conjunto com

modificacdbes na sinalizacdo adrenérgica mediada por al-adrenoceptores
XV



presentes no sistema nervoso central de animais programados. O estudo também
mostra que a retencao renal de sbédio ocorre nos segmentos proximais e poés
proximais do nefro e, ndo sdo acompanhados por alteracbes na filtracdo
glomerular. Assim, o presente trabalho demonstrou que alteragées na transmisséo
catecolaminérgica central mediada por a-adrenoceptores possui um importante
papel no estabelecimento e/ou manutengcao da hipertensao arterial na prole de

méaes submetidas a restrigdo proteica gestacional.
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ABSTRACT

Studies have shown that gestational protein restriction programs the offspring
phenotype in order to make it compatible with the likely environment found in
postnatal life. However, if the nutrient supply becomes abundant after birth, it
increases the etiological risk of developing cardiovascular diseases such as
hypertension in adult offspring. An important factor contributing to this process is
the alteration of the salt and water metabolism characterized by high sodium
retention in this model. Since the kidney is the main hydroelectrolytic control organ
and its function is thoroughly modulated by the nervous system through central
catecholaminergic transmission, alterations in this system may have a key role in
the renal function changes and, consequently, in the etiology of hypertension.
Therefore, the aim of this study was to evaluate the implications of central
noradrenergic transmission mediated by a-adrenoceptors in the renal fluid and
electrolyte balance in adult male rats subjected to protein restriction during the fetal
period central. Pregnant Wistar rats were subjected to a low protein diet during
pregnancy and blood pressure and anthropometric characterization were
performed in the male offspring. In adulthood, these animals underwent an
intracerebroventricular cannula implantation towards microinjection of a1-and a2-
adrenoceptors antagonists during the evaluation of renal function by creatinine
clearance of lithium. The animals submitted to protein restriction during fetal
development showed significant reduction in the birth weight and increased systolic
blood pressure. The renal function study revealed that the sympathomimetic
stimulation by epinephrine with prior blockade of central a2-adrenceptores
promoted marked antidiuresis, as well as a significant increase in natriuresis level
in these animals. The results suggest that the massive sodium and water retention
observed in this experimental model is due, at least in part, to a possible change in
activity and/or number of central a2-adrenoceptors, alone or in conjunction with
changes in a1-adrenoceptors-mediated signalling in the central nervous system of
programmed animals. The study also shows that renal sodium retention occurs in
the proximal and post-proximal nephron segments and are not accompanied by

XiX



changes in glomerular filtration. Thus, the present study demonstrated that
changes in central catecholaminergic transmission mediated by a-adrenoceptor
plays an important role in the establishment and/or maintenance of hypertension in

the offspring of rats subjected to gestational protein restriction.
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Os organismos vivos sao capazes de interagir com o ambiente fisico a fim
de produzirem respostas adaptativas que lhes confiram melhores chances de
sobrevivéncia e reproducdo. Baseado nisso, ha um crescente numero de
evidéncias que demonstram claramente que o ambiente intrauterino, influenciado
por condigdes ambientais maternas, gera pistas para que o feto em
desenvolvimento produza respostas adaptativas que permitam a modulacdo da
funcéo de tecidos e 6rgaos criticos para a sobrevivéncia p6s-natal. Lucas (1991)
denominou esse fenbmeno de “programacéo fetal’ e, em 1992, Hales e Barker
propuseram a "hipdtese do fendtipo econbmico", na qual presumem que
adversidades intrauterinas geram uma série de adaptacdes fisioldgicas e/ou
metabdlicas no feto em desenvolvimento a fim de aumentar as suas chances de
sobrevivéncia.

A programagao fetal é baseada na premissa de “plasticidade do
desenvolvimento”, a qual considera que o organismo é plastico ou sensivel ao seu
ambiente em periodos especificos de seu desenvolvimento. Isso ocorre porque
um gendtipo, influenciado por eventos intrauterinos especificos, é capaz de
produzir diferentes fendtipos, maximizando assim a diversidade fenotipica a fim de
fornecer melhor ajuste ao ambiente pds-natal (CALKINS & DEVASKAR, 2011).
Esse fenbmeno ocorre através de modificacoes epigenéticas, que geram alteracao
no padréao de expressao génica no feto em desenvolvimento sem modificagdes na
sequéncia de nucleotideos do DNA. Tal processo € possivel por meio de
acetilacdo, metilacao, ubiquitinacao ou fosforilacao das histonas responsaveis pelo
empacotamento da molécula de DNA, o que culmina em mudancas no padrao de
expressdo génica (GODFREY et al., 2007). Dessa forma, se as condigbes
ambientais pés-natal, até a vida adulta, forem compativeis as intrauterinas, a
sobrevivéncia do organismo é garantida. Caso contrario, se os dois ambientes
forem incompativeis, essas adaptagcbes tornam-se desvantajosas aumentando a
susceptibilidade a doencas na idade adulta (GLUCKMAN & HANSON, 2004).

As primeiras evidéncias de programacdo do desenvolvimento foram feitas
por Rose, em 1964, que notou que individuos cujos irmaos foram abortados

espontaneamente ou morreram durante a infancia apresentavam alto risco de
29



desenvolvimento de isquemia cardiaca. Forsdahl (1977) relatou que regides da
Noruega com alto indice de mortalidade infantil apresentavam concomitantemente
indices elevados de morte por doencas cardiovasculares. Entretanto, foram os
estudos epidemioldgicos realizados em Hertfordshire, Reino Unido, no final dos
anos de 1980 e inicio dos anos de 1990, que permitiram que Barker e colegas
propusessem que eventos ocorridos durante a vida fetal poderiam influenciar o
desenvolvimento de doencgas na idade adulta. Usando uma coorte de homens e
mulheres nascidos durante o periodo de 1911-1932, eles identificaram que a
mortalidade por doenca cardiaca corondria (BARKER et al., 1989), bem como a
ocorréncia de hipertensao arterial (BARKER et al., 1990), sindrome metabdlica
(BARKER et al., 1993) e diabetes tipo 2 (HALES et al., 1991) eram mais
prevalentes em individuos que apresentaram baixo peso ao nascer. Do mesmo
modo, utilizando-se uma coorte de 15.000 homens e mulheres suecos nascidos
entre 1915 e 1929, Leon e colaboradores (1998) observaram a ocorréncia
significativamente maior de doenca cardiaca isquémica em individuos que
possuiram menor peso ao nascer. Além disso, uma revisdo de literatura
relacionando o peso ao nascer com diabetes tipo 2 notou que, para cada 1kg de
aumento no peso ao nascer, o risco de diabetes tipo Il na vida adulta diminuiu em
aproximadamente 25% (WHINCUP et al., 2008). Dessa forma, o baixo peso ao
nascer tem sido considerado um marcador de adversidade ambiental durante o
desenvolvimento embrionario. No entanto, deve-se ressaltar que este parametro
nao é um pré-requisito para que a programacao fetal ocorra.

Diante da incompatibilidade entre os ambientes pré e pds-natal, ha forte
tendéncia para que o déficit no crescimento fetal, moldado por adversidades no
ambiente intrauterino e evidenciado pelo baixo peso ao nascer, seja recuperado
com a melhora das condi¢des nutricionais pos-natais. Como resultado, observa-se
um crescimento exponencial durante os estagios iniciais de vida, denominado de
crescimento “catch-up’, e corresponde a uma resposta natural do organismo a
inicial privacao de nutrientes. O baixo peso ao nascer seguido por esse periodo de
rapido crescimento € obtido por meio de altas taxas de ganho de massa corpérea

em tecido gorduroso. Além de menor ganho de peso em massa magra (GALE et
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al., 2001) a deposicao da gordura ocorre preferencialmente em estoques viscerais
ao invés de depdsitos subcutaneos (MODI et al., 2006). Essa alteragcdo do
metabolismo pode atuar como fator causal adicional na programacao de doencas
em longo prazo, tais como resisténcia a insulina, dislipidemia, hipertensao arterial
e aumento do risco de desenvolvimento de sindrome metabdlica (BARKER, 2004;
HALES & BARKER, 2001).

A gama de condicbes ambientais com capacidade de alterar os processos
de desenvolvimento fetal pode incluir desde fatores nutricionais (MCMILLEN &
ROBINSON, 2005) a estressores psicolégicos ou fisiolégicos (LAZINSKI et al.,
2008), bem como desequilibrios na sinalizacao endécrina entre a progenitora e o
feto (SECKL, 2004). As consequéncias na vida adulta podem variar de acordo
com o intervalo de duragdo do insulto ao longo do periodo gestacional e/ou
lactagdo, uma vez que diferentes tecidos e érgaos possuem intervalos distintos de
crescimento e diferenciacao celular. Muitos estudos tém pontuado principalmente
os efeitos da programagdo do desenvolvimento sobre o estabelecimento de
doencas cardiovasculares e metabdlicas na prole adulta. Estudos recentes do
nosso grupo de pesquisa tém mostrado que a submissdo da progenitora as
alteracoes dietéticas durante todo o periodo gestacional pode causar modificacoes
morfofuncionais renais em seus descendentes, que repercutirdo futuramente em
alteracbes na pressao arterial e na morfologia e expressdo génica renal
(MESQUITA et. al., 2010; VACCARI et al., 2013; SENE et al., 2013).

Tem sido demonstrado que um dos mecanismos pelos quais as
adversidades gestacionais potencializam a susceptibilidade ao desenvolvimento
de doengas na vida adulta estd associado com a exposicao excessiva do feto aos
glicocorticoides maternos. A placenta expressa altos niveis da enzima 11B-
hidroxiesteroide-desidrogenase tipo 2 (11B-HSD2), que é capaz de inativar o
excesso de glicocorticoides maternos ao catalisar a reacdo de conversdao do
cortisol em cortisona em humanos e corticosterona em 11-dehidrocorticosterona
em roedores (EDWARDS et al., 1993). Sendo assim, os tecidos fetais sensiveis a
glicocorticoides durante seu desenvolvimento ficam protegidos por essa barreira

enzimatica (MEANEY et al.,, 2007). Contudo, o estresse nutricional durante a
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gestacao reduz a quantidade e atividade da 11p-HSD2 placentaria, permitindo que
altos niveis de glicocorticoides maternos atinjam o feto em desenvolvimento, o que
programa a susceptibilidade ao desenvolvimento de doencas (BENEDIKTSSON et
al., 1997; EDWARDS et al.,, 1993; SECKL, 1998). De fato, em um modelo de
restricdo proteica materna, a inibicdo pré-natal da sintese de glicocorticoides
preveniu o desenvolvimento de hipertensédo arterial na prole adulta (LANGLEY-
EVANS, 1997). Além disso, um estudo realizado por O'Regan (2008) mostrou que
o tratamento pré-natal com dexametasona, um corticosteroide sintético, promoveu
aumento da sensibilidade as catecolaminas e hipertensdo em ratos da prole.
Nestes animais, o estudo in vitro, usando mesentério isolado estimulado por
noradrenalina e arginina-vasopressina (AVP), demonstrou maior efeito
vasoconstritor em ratos de mées tratadas com dexametasona quando comparados
com ratos controle (O'REGAN et al., 2008).

1.1 Programacao Fetal e Hipertensao Arterial

Muitos trabalhos a respeito de programacéo fetal tém avaliado o impacto de
perturbacées ao longo do periodo gestacional e neonatal sobre o controle da
homeostase corpérea em longo prazo. Em vista disso, os mecanismos de
estabelecimento de hipertensédo arterial durante a vida adulta nesses individuos
programados tém se tornado um assunto de grande interesse. Visto que o rim é o
principal 6rgdo de controle do metabolismo hidrossalino e devido ao extenso
periodo de tempo necessario para que esse 6rgao se desenvolva e amadureca, as
alteragbes permanentes na estrutura e fungdo renal sdo alvos de extensos
estudos de hipertensdo programada. Os componentes renais, morfolégicos e
funcionais, mais bem caracterizados atualmente como moldaveis por eventos de
programacao do desenvolvimento fetal sdo: nimero de nefros, sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), manipulacéo renal de sédio e nervos simpaticos
renais (KETT & DENTON, 2011). Alteracbes nesses sistemas, ocasionadas pela
programacédo fetal, podem atuar como fatores causais no desenvolvimento da

hipertensao arterial na prole adulta, ao mesmo tempo em que, exceto o numero de
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nefros, podem representar respostas adaptativas ocasionadas pela elevacao da
pressao arterial.

Brenner e colaboradores (1998) propuseram que o baixo peso ao nascer
poderia estar relacionado com a redug¢do do numero de nefros, o que predisporia a
diminuicdo da excregcdo renal de sbédio e o consequente aumento na
susceptibilidade de desenvolvimento de hipertensao arterial no individuo adulto. A
fim de manter a funcao renal adequada, a perda de nefro promove hiperfiltracao e
hipertrofia compensatéria dos glomérulos remanescentes. Entretanto, essa
adaptacao causa hipertenséo intraglomerular, o que prejudica o funcionamento do
glomérulo e perpetua o ciclo-vicioso de perda de nefros (ZANDI-NEJAD et al.,
2006). De fato, estudos de estereologia renal realizados em nosso laboratério
demonstraram reducdo de aproximadamente 27% no numero de nefros em ratos
adultos submetidos a restricao proteica durante o periodo gestacional (MESQUITA
et al., 2010) e de 35% na prole de ratas submetidas a restricdo alimentar severa
durante a gestacdo (VACCARI et al.,, 2013) quando comparados ao grupo
controle. Apesar disso, em ambos 0s estudos mencionados acima, a taxa de
filtracdo glomerular total ndo sofreu alteragdes significativas, evidenciando a
ocorréncia de hiperfiltracdo nos glomérulos remanescentes como postulado por
Brenner e colaboradores (1998).

Trabalhos com programagdo do desenvolvimento, utilizando-se
principalmente a exposic¢ao fetal a glicocorticoides exdgenos e a reducao proteica
na dieta materna como modelos experimentais, ttm mostrado como resultados na
prole o aumento dos niveis de proteina, de RNAm e/ou da atividade de muitos
canais renais de sédio, incluindo o trocador Na*/H* (NHE3), o cotransportador
Nat+-K+-2CI~ (NKCC2) e o cotransportador Na*/Cl- (NCC) (DAGAN et al., 2007;
DAGAN et al., 2009; DAGAN et al., 2008), além de aumento na reabsorcao tubular
proximal e no transporte de cloro no ramo espesso ascendente medular da alca de
Henle (DAGAN et al., 2007; DAGAN et al., 2009). Dagan e colaboradores (2008)
verificaram que a prole de ratas expostas a dexametasona durante o periodo
gestacional apresentava volume de noradrenalina (NA) renal elevado na 32

semana de vida, bem como aumento dos niveis proteicos de NHE3, NHCC2 e
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NCC com 8 semanas de idade. A fim de avaliar o papel do sistema nervoso
simpatico renal nessas alteragdes, foi realizado a denervacdo renal nesses
animais na 62 semana de vida, que se mostrou capaz de abolir o aumento dos
niveis proteicos desses transportadores de sodio e de atenuar a pressao arterial
(DAGAN et al., 2008). Assim, as alteragdes observadas na manipulagéo renal de
sodio podem ser resultantes do aumento da atividade simpatica renal nesses
animais.

Outro mecanismo importante de controle da pressao arterial e que sofre
alteragdes frente a disturbios durante o desenvolvimento fetal € o SRAA. Apesar
da diversidade de modelos de programacao fetal empregados, a maioria dos
estudos tém demonstrado redugdo nos niveis de angiotensina Il (Ang Il) e na
expressao de seus receptores no rim de neonatos, 0 que vém sendo associado
com a diminuicdo do brotamento uretérico e do numero de nefros observados
nesse modelo (YOSYPIV, 2009; KETT & DENTON 2010; SONG et al., 2010). No
sistema nervoso central, a Ang Il tem como funcao facilitar a neurotransmissao
nas terminacdes nervosas (BALT et al., 2003; DE JONGE et al., 1982), a liberacao
de catecolaminas por meio de mecanismos pré-singpticos (DENDORFER et al.,
1998) e diminuicao de sua recaptacdo nesse local (RAASCH et al. 2004), sendo
também capaz de afetar a-adrenoceptores pds-sinapticos (EIKENBURG, 1984;
RICHER et al.,, 1984). Assim, a ativacdo do sistema renina-angiotensina central
promove aumento da atividade do sistema nervoso simpatico que, por sua vez,
contribui significativamente para o controle da pressao arterial (DAMPNEY et al.,
2005). Dessa forma, as possiveis alteragdes na expressao de constituintes desse
sistema no cérebro, ocasionadas por eventos de programacgédo fetal, pode
contribuir significativamente para o desenvolvimento ou manuten¢do de doengas
encontradas no individuo adulto.

Evidenciando a importancia de modificagbes na atividade dos nervos
simpaticos renais em animais submetidos as adversidades intrauterinas no
posterior desenvolvimento de hipertensdo, Alexander e colaboradores (2005)
demonstraram, em um estudo de denervacdo renal em animais com hipertensao

programada, que a destruicdo bilateral dos nervos renais € capaz de abolir
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completamente a elevada pressao arterial observada nesse modelo experimental.
Esse efeito parece ser especifico para os animais que sofreram programacéao do
desenvolvimento, visto que nao houve diferenca na pressao arterial entre a prole
controle denervada e a prole controle sham (ALEXANDER et al., 2005).

Sendo assim, as alteragbes renais em modelos experimentais de
programacdo fetal como redugdo no numero de nefros e modificagbes na
manipulagéo renal de sodio, no SRAA e na atividade dos nervos simpaticos renais
inter-relacionam-se e formam o quadro patolégico encontrado no individuo adulto.
No entanto, o organismo possui outro centro modulador da homeostase corpérea,
0 sistema catecolaminérgico central, que pode igualmente sofrer modificacdes
funcionais advindas da programacao fetal e, assim, controlar diferencialmente os

diversos 6rgaos e sistemas biolégicos do individuo.

1.2 Programacao Fetal e Sistema Catecolaminérgico Central

Otto Loewi, em 1921, descobriu que uma determinada substancia quimica
liberada pelas terminagdes nervosas possuia o poder de transmitir o efeito da
estimulagdo simpética para o coragdo (LOEWI, 1921). Trinta anos de estudos
nessa area do conhecimento foram necessarios para estabelecer que essa
substancia tratava-se da NA (VON EULER, 1951), que logo apds foi encontrada
também no cérebro (VOGT, 1954) e em diferentes grupos de neurdnios
(DAHSLTROM & FUXE, 1964).

Diversos estudos tém demonstrado que a funcdo dos sistemas
cardiovascular e renal é modulada pelo sistema nervoso central por meio da
transmissdo catecolaminérgica central. A utilizacdo de uma grande variedade de
metodologias e modelos experimentais em pesquisas nesse campo do
conhecimento revela a organizacdo e regulacdo altamente complexa desse
sistema, que é capaz de modular a atividade de uma gama de regides cerebrais
envolvidas no controle autonémico da pressao sanguinea por meio da interacao
entre as catecolaminas NA e adrenalina (ADR) com seus receptores especificos,

denominados adrenoceptores.
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De modo geral, a atividade noradrenérgica central possui fins
homeostaticos, sendo recrutada e acionada como parte da resposta do sistema
nervoso central as alteracdes fisioldgicas (MORILAK et al., 2005). Entretanto,
quando essa ativagao torna-se persistente, seu papel passa a ser, em grande
parte, prejudicial ao organismo, sendo o alto fluxo simpatico, a partir do cérebro,
uma caracteristica comum observada nos mais prevalentes tipos de doencas do
sistema cardiovascular (KASPAROV & TESCHEMACHER, 2008).

A relagcdo entre a atividade noradrenérgica central e o estabelecimento da
hipertensdo tem sido extensivamente documentada em trabalhos cientificos
utilizando principalmente ratos espontaneamente hipertensos (SHR) como modelo
experimental (ISAAC, 1980; PATEL et al., 1981; ESLER et al., 1995; OPARIL et
al., 1996). Uma vez que alteragdes na transmissdo noradrenérgica podem ser
detectadas em cultura de tecido cerebral de animais ainda em estagios iniciais de
vida, antes mesmo da elevacdo da pressao arterial (VEERASINGHAM et al.,
2005), é plausivel supor que o sistema catecolaminérgico central pode atuar como
um possivel fator causal no desenvolvimento da hipertensdo. Corroborando isso,
estudos mostraram que a deplecdo de NA central em ratos SHR jovens e pré-
hipertensos preveniu a elevagado pressorica caracteristicamente observada neste
modelo (HAEUSLER et al., 1972; ERINOFF et al., 1975).

Em alguns trabalhos cientificos tem sido evidenciado o papel do sistema
noradrenérgico central no desenvolvimento de doencas em animais que sofreram
programacgao do desenvolvimento fetal por restricdo nutricional. Soto-Moyano e
colaboradores (1998), por meio da restricio de 40% no conteddo alimentar
oferecido diariamente as ratas prenhes nas duas ultimas semanas gestacionais,
verificaram aumento significativo na concentracdo de NA em todo o tecido cerebral
da prole ao nascimento, bem como aumento na liberagdo dessa catecolamina no
cértex visual. Em outro trabalho, Keller e colaboradores (1982) verificaram que,
em ratos adultos cujas maes foram submetidas a restricao proteica a partir do 14°
dia gestacional, ocorreu diminuicdo de 27% e 35% no numero de ligacbes de a e
B-adrenoceptores centrais, respectivamente, sem quaisquer alteragdes

significativas tanto nas constantes de dissociacdo desses receptores quanto na
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afinidade pelo ligante. Segundo os autores do estudo, tais efeitos podem ser
consequéncia da maior liberacdo de catecolaminas, condicao esta que foi induzida
pela permanente ativacdo dos neur6nios noradrenérgicos centrais e, portanto,
esses resultados podem ser interpretados como uma forma de adaptacao pés-
sinaptica com o objetivo de balancear essa hiperatividade neuronal (KELLER et
al., 1982). No entanto, é importante ressaltar que nesse estudo a prole recebeu a
mesma dieta materna até atingir 50 dias de vida, ou seja, a incompatibilidade entre
os ambientes pré e pds-desenvolvimento fetal, necessaria para gerar
discrepancias funcionais, ocorreu mais tardiamente.

Para completo entendimento do papel modulador desempenhado pelo
sistema catecolaminérgico central, € necessario compreender como ele esta
organizado no sistema nervoso central e quais as vias utilizadas para transmissao

do sinal noradrenérgico.

1.3 Sistema catecolaminérgico central

e 1.3.1 Neurbnios noradrenérgicos

Um dnico neurdnio noradrenérgico, que é responsavel pela produgédo e
liberacdo das catecolaminas, pode dar origem a uma variedade de axénios
colaterais. Suas projecdes atingem diversas regides do cérebro e da medula
espinhal, caracteristica esta que os torna capazes de modular, no sistema nervoso
central, a atividade de areas distantes dos nucleos noradrenérgicos de origem
(MOORE & BLOOM,1979; SZABADI, 2013).

Seus corpos celulares encontram-se aglomerados em diferentes nucleos no
tronco cerebral inferior (ponte e bulbo), denominados ndcleos noradrenérgicos, e
cada um deles possui papel modulador especifico (SZABADI, 2013). A atividade
dos neurdnios C1 na medula ventrolateral rostral (RVLM), por exemplo, ativa o
tbnus simpatico e estimula o eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal em determinadas
circunstancias tais como dor, hipéxia e hipotensdo (ABBOTT et al.,, 2012). A

ativacao desses neurbnios esta relacionada com o aumento da pressao arterial e
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eles geralmente apresentam-se hiperativos na hipertensdo neurogénica (REIS et
al., 1984; TESCHEMACHER et al., 2008; ABBOTT et al., 2012). Um estudo de
microamperometria em neurdnios C1, visualizados por meio de vetores virais
especificos, revelou que as varicosidades presentes nesses neurbnios
noradrenérgicos liberam maior quantidade de transmissor em ratos SHR quando
comparados com ratos normotensos, pressupondo que nesses animais, uma vez
no espaco extracelular, o impacto dessas catecolaminas sob seus alvos é maior,
assim como o fluxo simpatico (TESCHEMACHER et al., 2008).

O grupo A2 localizado no nucleo do trato solitario (NTS), por sua vez,
possui funcao inibitdéria simpatica e atua como um mecanismo homeostatico anti-
hipertensivo (REIS et al., 1977; DUALE et al., 2007). A fim de avaliar o sistema
cardiovascular frente ao bloqueio da atividade dos neurbnios A2, Duale et al.
(2007) utilizaram vetores virais para expressar canais de potassio nesses
neurdnios, promovendo assim a hiperpolarizacdo de suas membranas e seu
consequente silenciamento elétrico. Como resultado, os autores observaram
aumento na instabilidade da pressao arterial, sem que houvesse altera¢cées no
reflexo barorreceptor cardiaco e na frequéncia cardiaca, o que indica que 0s
neurénios A2 sao constituintes essenciais de um circuito central de regulacao
cronica da pressao arterial. Uma importante evidéncia desse papel do NTS no
controle da homeostase corporea se revela no fato de que seus neurénios enviam
impulsos noradrenérgicos excitatérios ao nuacleo supra-éptico (SON) do
hipotalamo (ONAKA et al., 1995), o que promove a ativacao de a1-adrenoceptores
nesse local que, por sua vez, induzem a liberagdao de oxitocina AVP (RANDLE et
al.,, 1996). A AVP, em especial, € sintetizada pelos neurénios magnocelulares do
nucleo paraventricular (PVN) e SON do hipotalamo (LANDGRAF et al., 1990;
NIELSEN et al., 1993) e é secretada pela pituitaria posterior em resposta ao
aumento da concentragdo de sbédio ou diminuigdo da pressdo sanguinea
(GRINDSTAFF & CUNNINGHAM, 2001).

Ja os efeitos cardiovasculares do maior e mais denso aglomerado de
neurdnios noradrenérgicos, o grupo A6 no locus coeruleus (LC), sdo complexos e

ainda ndo bem descritos, provavelmente devido aos multiplos papéis do LC em
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integrar a informacao sensorial e coordenar o estado de atencao, vigilancia e
motivagao (ASTON-JONES & COHEN, 2005; CARTER et al., 2010; O'DONNELL
et al.,, 2012; TANG et al., 2014).

A NA liberada a partir das varicosidades dos ax6nios noradrenérgicos pode
atuar como transmissor sinaptico ao interagir com os neur6nios adjacentes. Além
disso, essa substancia pode também ser liberada no espaco intersticial e difundir-
se no fluido extracelular ou cérebro-espinhal, como consequéncia de diferencas
entre gradientes de energia, até finalmente atingir as células-alvo, as quais podem
variar desde neurbnios noradrenérgicos até células da glia, como os astrécitos
(FUXE et al.,, 2010). Os neurbnios do LC, por exemplo, cujos ax6nios sao
altamente ramificados e com grande numero de varicosidades que liberam alta
quantidade de transmissor, possuem menos de 10% de suas projecdes para o
coértex cerebral formando sinapses convencionais entre neurdnios (COHEN et al.,
1997).

e 1.3.2 Adrenoceptores

As acbes da NA e da ADR sao mediadas por adrenoceptores,
farmacologicamente divididos em trés principais grupos: al-, o2- e f-
adrenoceptores (RUFFOLO, 1991). No sistema nervoso central, esses receptores
sao encontrados em neurdnios e células da glia e podem pertencer a qualquer
uma das classes citadas acima (SZABADI & BRADSHAW, 1991).

Os adrenoceptores pertencem a superfamilia de receptores acoplados a
proteina G (GPCR) (WOLFF et al., 1987). Diante da ligacdo com o agonista e sua
consequente ativacao, eles sofrem alteracdo em sua conformagcdo. Como
resultado, o dominio citoplasmatico do receptor adquire alta afinidade pelo trimero
afy, e essa ligacdo acarreta na dissociacdo da guanosina difosfato (GDP) da
subunidade Ga, que € substituida pela guanosina trifosfato (GTP) (RANG & DALE,
2012). Como resultado, ocorre a dissociacdo do trimero e liberacdo das
subunidades Ga-GTP e GBy, que podem associar-se com diversas enzimas e
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canais iGnicos, ativando ou inibindo diferentes cascatas de sinalizagdo intracelular
(RANG & DALE, 2012).

A subunidade a da proteina G é classificada em 4 principais tipos, 0s quais
possuem seletividade diferente aos receptores e efetores, sendo eles: Gas, Gai,
Gao e Gaq (RANG & DALE, 2012). Dessa forma, cada adrenoceptor € capaz de
ligar-se e ativar apenas certos tipos de proteinas G, o que garante a
especificidade da resposta produzida pela ligacdo das catecolaminas com seu

receptor.

o 1.3.2.1 al-adrenoceptores

Os efeitos intracelulares advindos da ligacdo da NA ou da ADR a ail-
adrenoceptores centrais sdo mediados pela ligacdo desses receptores a
subunidade Gagq (SUMMERS & MCMARTIN, 1993). Essa subunidade ativa a
enzima fosfolipase C (PLC), que quebra um fosfolipidio de membrana, o
fosfatidilinositol bifosfato (PIP2), em diacilglicerol (DAG) e inositol trifosfato (IP3)
(RANG & DALE, 2012). O DAG ativa a proteina quinase C (PKC), que catalisa a
reacao de fosforilagdo de uma variedade de proteinas intracelulares, enquanto
que o IP3 promove a liberacdo de célcio (Ca*?) de compartimentos intracelulares,
0 que aumenta a concentracao citosélica desse ion (RANG & DALE, 2012).

A relagdo entre a ativacdo de a1-adrenoceptores centrais e a modulagao da
funcdo renal e cardiovascular ja tem sido evidenciada por muitos trabalhos
cientificos. Uma série de estudos mostrou que a administracao
intracerebroventricular (i.c.v.) de agonista a1-adrenoceptor promove liberacao do
peptideo AVP, aumenta a atividade da renina plasmatica e eleva a pressao arterial
(GANONG et al. 1982; BROOKS et al. 1986; LEFFLER et al. 1987). No entanto,
esses resultados ndo sdo constatados em todos os trabalhos. Ota e colaboradores
(1990), por exemplo, ndo observaram os efeitos da microinjegéo i.c.v. de agonista
a1-adrenoceptor sobre a liberacao de tais horménios, bem como sobre o balanco
hidroeletrolitico renal e a pressao arterial em cachorros anestesiados.
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Wainford (2008) demonstrou que as vias de sinalizagdo da subunidade
Gaq, acionadas apds ativacdo de a1-adrenoceptores centrais, possuem papel
importante na modulagdo da liberagdo da AVP e do fluxo urinario. Utilizando
linhagens de ratos resistentes e sensiveis ao sal (Dahl-SR e Dahl-SS,
respectivamente), Wainford e Kapusta (2010) notaram que a constancia nos niveis
plasmaticos de AVP e no balanco hidroeletrolitico renal em ratos Dahl-SR, mesmo
apds o consumo de uma dieta rica em sal, se dava devido a diminui¢cdo seletiva
nos niveis de expressao da proteina Gag no PVN. Segundo os autores do estudo,
iSsO seria um mecanismo contrarregulador para prevenir o aumento na secregao
de AVP e o acumulo excessivo de agua (WAINFORD & KAPUSTA, 2010). Em
contraste, a elevacdo nos niveis plasmaticos de AVP e a retencao de agua,
observados em ratos Dahl-SS apds consumo de dieta rica em sal, estdo
associados com a auséncia de supressdao das vias da proteina Gag no PVN
(WAINFORD & KAPUSTA, 2010).

o 1.3.2.2 a2-adrenoceptores

As vias de sinalizagdo envolvidas na reposta intracelular resultante da
interacdo do ligante a a2-adrenoceptores centrais sdo, em sua maioria, advindas
da ativacdo da subunidade Gai (REMAURY et al.,1993; EASON &
LIGGETT,1995). Essa subunidade inibe a agdo da enzima adenil ciclase,
diminuindo assim a formacdo de monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), um
nucleotideo responsavel pela ativacao de proteinas quinases que, por sua vez,
regulam a funcao de diversas outras proteinas celulares (RANG & DALE, 2012).
Dessa forma, a2-adrenoceptores centrais fazem parte de um mecanismo inibitério
simpatico central, cuja ativagdo culmina em resposta depressora cardiovascular e
renal (RANG & DALE, 2012).

Os a2-adrenoceptores centrais podem também ter seus efeitos fisioldgicos
mediados pela ativacdo de vias de sinalizagdo da subunidade Gas (EASON &
LIGGETT, 1995). Ao contrario da subunidade Gai, a ativagdo da Gas estimula a

acao da enzima adenil ciclase, o que aumenta a formacdo de AMPc (RANG &
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DALE, 2012). Esse acoplamento de a2-adrenoceptores a subunidade Gas pode
ocorrer em decorréncia de altas concentracdes de agonista ou apds a inibicao da
subunidade Gai (EASON & LIGGETT, 1995; WADE et al., 1999).

O dimero By, liberado apds ativagao da proteina Ga, pode também atuar
como regulador da fungdo neuronal por modificar a atividade de canais idnicos,
inibindo os canais de Ca*? e ativando os canais de K* (HEIN, 2006). Além disso,
a2-adrenoceptores podem também se ligar diretamente a outros efetores além da
proteina G, incluindo canais de Ca*?, PLC e fosfolipase D (PLD) (HEIN, 2006).

Esse receptor € altamente expresso em regides envolvidas no controle
central da funcdo cardiovascular e da homeostase de fluidos e eletrélitos
(RUFFOLO et al.,, 1991). Diversos trabalhos mostram que a sua estimulacédo
provoca uma série de efeitos como natriurese, queda na liberagdo tanto de AVP
quanto do hormdnio adrenocorticotréfico (ACTH) e de aldosterona plasmatica,
bem como diminuicdo na atividade dos nervos simpaticos renais, na frequéncia
cardiaca e na pressao arterial (REID et al., 1975; GANONG et al., 1982; KIMURA
et al., 1984; BROOKS et al., 1986; KOEPKE & DIBONA, 1986; OTA et al., 1990).

A fim de avaliar as respostas cardiovascular e renal decorrentes da ativagao
de determinadas subunidades Ga acopladas a a2-adrenoceptores centrais,
Wainford e Kapusta (2011) realizaram um estudo no qual utilizaram
oligodeoxinucleotideo (ODN) para promover diminuicdo seletiva na expressao das
subunidades Gai, Gas ou Gao em ratos conscientes. Dessa forma, foi possivel
avaliar o efeito fisioldégico resultante da administragcdo i.c.v. de um agonista a2-
adrenoceptor sob tais condicdes. Como resultado, os autores constataram que as
vias de sinalizagdo da subunidade Gai, desencadeadas pela ativagédo de a2-
adrenoceptores centrais, sdo essenciais na regulagdo da pressao arterial e da
excrecao urinaria de sodio, uma vez que a resposta hipotensora e natriurética
resultante do estimulo a2-adrenérgico foi abolida em animais pré-tratados com
Gai-ODN (WAINFORD & KAPUSTA, 2011). Além disso, a diminuicdo da
expressao da subunidade Gas converteu a resposta hipotensora decorrente da
ativacao de a2-adrenoceptores centrais em resposta hipertensiva imediata e

profunda (WAINFORD & KAPUSTA, 2011). Portanto, as respostas fisioldgicas
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produzidas pela ativagdo de a2-adrenoceptores centrais sdo influenciadas pela
disponibilidade e/ou niveis de expressao proteica cerebral de subunidades
especificas da proteina Ga (WAINFORD & KAPUSTA, 2011).

» 1.3.2.2.1 Adrenoceptores pré-sinapticos

Os adrenoceptores podem também estar presentes em toda a extensao de
um neurénio noradrenérgico do sistema nervoso central. Esses receptores pré-
sinapticos sédo exclusivamente a2-adrenoceptores, cuja principal fungdo é modular
a liberacéo de catecolaminas.

a2-adrenoceptores pré-sindpticos podem estar localizados em diferentes
por¢cdes do neurbnio (Figura 1). Aqueles de localizagdo somato-dendritica séo
capazes de atenuar ou inibir a frequéncia dos impulsos nervosos ao longo do
axonio (HUANG et al., 2012), enquanto que os a2-adrenoceptores localizados na
membrana das terminagdes nervosas, quando ativados, inibem ou diminuem a
liberacdo de neurotransmissores simpaticos (STARKE, 2001). Dessa maneira, a
NA liberada na fenda sinaptica pode suprimir sua posterior liberagdo. Essa
diminuicdo da quantidade de NA disponivel reduz, consequentemente, a ativacao
de adrenoceptores pds-sinapticos.

Esse efeito € um mecanismo de realimentacdo negativa importante e
muitos trabalhos relacionam o desenvolvimento e estabelecimento de hipertenséo
arterial com alteragcbes na atividade neuronal ou no padrdao de liberacdo de
neurotransmissores mediados por a2-adrenoceptores pré-sinapticos. Tsuda e
Masuyama (1991), por exemplo, notaram que a atenuacdo da inibicdo da
liberagdo de neurotransmissores mediada por a2-adrenoceptores centrais e
periféricos pode levar ao estabelecimento do estado hipertensivo. Além disso, a
restricao da liberagdo de NA mediada por a2-adrenoceptores no cortex cerebral é

atenuada em SHR quando comparado com ratos controle (Russell et al., 2000).
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Figura 1: Esquema representativo da localizagdo de receptores

farmacologicamente sensiveis (adaptado de Szabadi, 2013).

Diante do que foi apresentado, levantamos a hip6tese de que as alteracdes
na funcao renal, apresentadas pela prole adulta submetida a restricdo proteica
durante o desenvolvimento fetal, se devam, pelo menos em parte, a possiveis
disfungdes no sistema noradrenérgico central desses animais, especialmente no

que diz respeito a sinalizagdo de a-adrenoceptores centrais.
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2. Objetivos
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2.1 Objetivos gerais:

Esse estudo experimental foi desenvolvido a fim de avaliar as implicacées
de possiveis alteragdes na transmissdo noradrenérgica central mediada por a-
adrenoceptores sobre a modulacdo do balanco hidroeletrolitico renal em ratos
machos adultos submetidos a restricao proteica durante o periodo fetal.

2.2 Objetivos especificos:

Avaliar, na prole de machos adultos cujas mées foram submetidas a

restricdo proteica gestacional, comparativamente aos controles:

+ a pressdo arterial sistodlica;

+ 0 balango hidroeletrolitico renal frente ao estimulo
simpatomimético por diferentes doses de epinefrina;

+ 0 papel de a-adrenoceptores centrais na modulacdo da fungéo

renal.
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3. Material
e Métodos
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3.1 Animais

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Metabolismo
Hidrossalino do Nucleo de Medicina e Cirurgia Experimental — FCM/UNICAMP de
acordo com os principios éticos na experimentacdo animal, sendo a pesquisa
submetida e aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
CEUA/UNICAMP, protocolo n? 2766-1. Foram utilizados ratos machos e fémeas
da linhagem Wistar (Rattus norvegicus var, albinus, Rodentia, Mammalia) com 3
semanas de vida, recém desmamados, provenientes do Centro Multidisciplinar
para Investigacdo Biol6gica na area de Ciéncia em Animais de Laboratério -
CEMIB - UNICAMP, Campinas, SP. Os animais foram mantidos em ambiente
fechado com temperatura controlada de 23°C + 2°C, iluminacao artificial com ciclo
claro/escuro de 12/12 horas e oferta de agua e racao padrao para roedores ad
libitum.

Ao completarem 11 semanas de vida, iniciou-se 0 processo de
acasalamento, no qual 2 a 3 fémeas foram colocadas em gaiolas que continham 1
macho por aproximadamente 15 horas em ambiente escuro. Para averiguagéo de
prenhez apds esse periodo, foi realizado esfregago vaginal. Quando detectada a
presenca de espermatozoides, as ratas foram consideradas prenhes e passaram a
receber dieta conforme os respectivos grupos, sendo eles: NP (normal protein),
que recebeu dieta normoproteica contendo 17% de caseina ad libitum durante
toda a gestacao e LP (low protein), alimentadas com dieta hipoproteica com 6% de
caseina ad libitum durante toda a gestagdo. As dietas normoproteica e
hipoproteica foram confeccionadas pela Pragsolugdes Biociéncias (Tabela 1). O
peso das ratas prenhes, bem como o consumo de dieta foram mensurados

durante todo o periodo gestacional.
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Tabela 1. Composicdo, em gramas, das dietas normoproteica e hipoproteica
correspondentes a 1kg de racao.

Ingredientes Normoproteica (17%) Hipoproteica (6%)
Amido de milho 410,10 484,80
Caseina 188,90 66,70
Amido dextrinizado 130,50 159,00
Sacarose 100,00 121,00
Oleo de soja 70,00 70,00
Celulose microcristalina 50,00 50,00
Mix mineral AIN 93 35,00 35,00
Mix vit AIN 93 10,00 10,00
L cistina 3,0 3,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5
BHT 0,014 0,014

Ap6s o nascimento, as dietas foram retiradas e trocadas pela dieta
comercial inicial, normossodica e normoproteica, a fim de promover a
incompatibilidade entre os ambientes pré e pds-natal. A ninhada foi ajustada para
um total de 8 filhotes a fim de garantir que todos tivessem a mesma oferta de
alimento. Os animais excedentes foram sacrificados por decapitagdo no primeiro
dia de vida. Ao completarem 28 dias de vida, realizou-se o desmame. Apenas 0s
machos da prole foram utilizados para os estudos subsequentes, sendo as fémeas
da prole, bem como os machos e as fémeas utilizados para o acasalamento,

sacrificados posteriormente em camera de COa.

Anélise das Variaveis:

Foram analisadas as seguintes variaveis na prole de machos: 1) peso ao
nascer; 2) evolugdo semanal da massa corporal; 3) pressao arterial sistolica na 82,
102 e 122 semanas de vida; 4) funcdo renal frente a doses crescentes de
epinefrina e de bloqueadores adrenérgicos.
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3.2 Acompanhamento da massa corporal

O peso ao nascer da prole foi mesurado, assim como foi acompanhada
semanalmente a evolugdo da massa corpdrea dos filhotes machos até estes
completarem 16 semanas de vida. As afericbes foram realizadas em balancga
digital semi-analitica (AL500 Denver Instruments - USA) no periodo matutino.

3.3 Afericao da pressao arterial sistdlica

Ao completarem 8 semanas de vida, os ratos machos foram submetidos a
afericdo da pressdo arterial sistdlica caudal pelo método de plestimografia de
cauda (Programmed Electro-Sphygmomanometer Pe-300, Narco Bio-Systems
USA), descrita previamente por Lovemberg (1987). Para tanto, cada animal foi
colocado durante 5 a 8 minutos em uma caixa suficientemente aquecida para
promover vasodilatagdo da artéria caudal. Em seguida, o animal foi introduzido em
um contentor e, em sua cauda, colocou-se um esfigmomanémetro adaptado para
ratos que, por sua vez, € conectado a um transdutor computadorizado IITC
MODEL 31. Ao inflar o esfigmomanémetro, ocluia-se o fluxo sanguineo na artéria
caudal que, ao ser desobstruido pela liberagcdo de ar através de uma valvula,
possibilitava o registro da pressao arterial sistélica. Para cada animal, fez-se 5
afericdes, sendo a média destas considerada como o valor da presséo arterial de

cada animal. A Figura 2 ilustra o processo de afericao da pressao arterial.
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Figura 2: Afericdo da pressao arterial sistélica por plestimografia caudal.
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3.4 Estereotaxia

A cirurgia estereotaxica foi feita em todos os machos da prole NP e LP com
14 semanas de vida. A anestesia foi realizada pela via intraperitoneal por meio da
administragdo de uma associagdo entre os farmacos cloridrato de cetamina
(Agener, Brasil) na dose de 75 mg/Kg, cloridrato de xilasina (Calier, Brasil) na
dose de 10 mg/Kg e sulfato de atropina na dose de 0,1ml/100mg.

Apés tricotomia do campo cirargico, os animais foram colocados em um
aparelho estereotaxico (Stoelting Co, Modelo 234, USA), com o cranio fixado pelo
rochedo temporal e incisivos superiores. Em seguida, foi realizada antissepsia do
local cirdrgico com iodo a 1% em solucdo alcodlica e, subsequentemente,
realizou-se uma incisdo na linha média do escalpo para obtencdo da posicao da
sutura sagital. O tecido subcutaneo foi removido, bem como o peridésteo, por
raspagem com auxilio de uma pinca e de algodao. Ja com a superficie craniana
exposta e ajustada em posicao horizontal, entre bregma e lambda (barra dos
incisivos ajustada a 3 mm abaixo da linha interaural), dois orificios foram feitos nos
0Ss0s parietais com o0 uso de uma broca elétrica, com o propdésito de fixacao de
parafusos destinados a ancorar a prétese ao cranio do animal. Tomando-se o
bregma como referéncia e seguindo as coordenadas do Atlas de Paxinos e
Watson (2007), foi feito outro orificio para implante de canulas-guias, sendo estas
de 0,7 mm de didmetro e 15 mm de comprimento, confeccionadas a partir de
agulhas hipodérmicas. As cénulas foram direcionadas ao ventriculo cerebral
lateral esquerdo, cujas coordenadas sdo: anteroposterior = 0,2 mm; médio-lateral
= 1,5 mm; dorsoventral: -4,5 mm. Posteriormente, o cranio foi revestido com
acrilico dental (JET, Brasil) para a fixacdo das canulas-guia e fios de aco
inoxidavel foram introduzidos nestas canulas para evitar entupimentos. Ao término
da cirurgia, cada animal recebeu, por via intramuscular, uma injecao de 0,3 mL de
Pentabidtico (Fort Dodge, Brasil). Os animais, apos serem retirados do
estereotaxico, foram colocados em gaiolas individuais por um periodo de sete dias
para recuperacao pos-cirurgica. A Figura 3 demonstra o animal posicionado em

um aparelho estereotaxico antes do inicio do processo cirdrgico.
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Figura 3: Aparato estereotaxico e posicionamento do animal para implantacao da

canula-guia.

3.5 Microinjecoes

Uma agulha dental conectada a um tubo de polietileno (PE-20; Becton-
Dickinson, EUA) e a uma microsseringa Hamilton graduada de 10 pL foram
utilizadas para as injecbes das drogas no ventriculo cerebral lateral esquerdo.
Para monitoramento da microinjecao, observou-se o deslocamento de uma bolha
de ar no tubo de polietileno. O volume final total de cada microinjecédo foi de 3 pL.
Apo6s o término da infusdo, a agulha foi mantida por mais alguns instantes para

evitar refluxo da droga pela canula-guia.

3.6 Estudo da Funcao Renal

Nas duas semanas subsequentes a cirurgia estereotaxica, os animais foram
submetidos ao estudo da funcao renal através do clearance de creatinina e litio.
Cada animal foi submetido duas vezes a esse procedimento, com 15 e 16
semanas de vida, obedecendo 1 semana de intervalo entre eles. As drogas
injetadas foram diferentes nesses dois periodos e escolhidas aleatoriamente.
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Quatorze horas antes do inicio dos experimentos, 0s animais receberam
uma solugéo de cloreto de litio 0,06 mEqg/100 g de peso corporal, administrada por
gavage. A racdo foi entdo retirada de forma com que os animais ficassem
overnight em jejum para ragao soélida, sendo a agua ingerida ad libitum. Passado
esse tempo, os animais receberam duas sobrecargas hidricas por gavage de 5%
do peso corporal, com intervalo de 60 minutos entre elas, a fim de se obter um
fluxo urinario regular e estavel. Ao final da dltima sobrecarga hidrica, os animais
foram submetidos a primeira microinjecao i.c.v. de 3 ul do farmaco. A partir deste
momento, cada rato foi colocado em gaiolas metabdlicas individuais, sem restricao
de movimentos, para a coleta de urina, a qual foi feita através de funis,
adequadamente adaptados sob as gaiolas metabdlicas, que direcionavam o fluxo
aos tubos cénicos graduados em 0,2 mL. Apdés 30 minutos, a urina coletada foi
devidamente armazenada e nomeada como -30 min. Os animais foram entao
sujeitos a segunda microinjecao i.c.v. de 3 pl da droga. Em seguida, a urina foi
coletada de 30 em 30 minutos, identificando-se cada uma delas, até se
completarem 120 minutos de coleta. No final, somaram-se 5 volumes de urina,
sendo estes determinados como: 1) -30 min; 2) 30 min; 3) 60 min; 4) 90 min e 5)
120 min.

Posteriormente, os animais foram anestesiados com 75mg/kg de cetamina
e 10mg/kg de xilasina e submetidos a coleta de sangue obtido através dos vasos
da cauda. Foram retirados 1,5 mL de sangue em micro-tubos contendo 20uL de
heparina. As amostras foram entdo centrifugadas a 3500 RPM por 10 minutos.
Finalmente, o plasma e a urina foram armazenados sob refrigeracéo (-20°C) para
posteriores dosagens. A Figura 4 fornece uma ilustracdo esquematica de todas as
etapas do estudo da funcao renal.
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Figura 4: llustragdo esquematica das etapas de estudo da fungao renal.
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3.7 Drogas

As seguintes drogas foram utilizadas: Cloridrato de Epinefrina (Sigma),
Cloridrato de Prazosin (Sigma) e Cloridrato de Yohimbine (Sigma). Para
dissolugdo do Cloridrato de Epinefrina, foi usado solu¢do salina (NaCl) 0,9%,
enquanto que o Cloridrato de Prazosin e o Cloridrato de Yohimbine foram
inicialmente dissolvidos em propilenoglicol, seguido pela adicdo de solugcao salina
0,9% morna, na propor¢ao de 3 ml de propilenoglicol para 2 ml de salina 0,9%
(CORREA & PERES-POLON, 1995). Esse solvente serd denominado pela
abreviatura PG.

3.8 Grupos de estudo

» 3.8.1 Resposta renal a microinjegcdo de diferentes doses de
Epinefrina

Para esse estudo, foram utilizadas diferentes doses de epinefrina (Ep),
sendo estas de 100 nmol (Ep100), 300 nmol (Ep300) e 1000 nmol (Ep1000), bem
como solucao salina 0,9% (Sal). Para obtencdo de uma amostra de urina basal,
ainda sem efeito dos farmacos, foi microinjetado primeiramente solugcédo salina
0,9%. Apo6s 30 minutos, ocorreu a segunda microinjecdo. Os subgrupos advindos
da divisdo da prole NP e LP de acordo com as microinjecdes realizadas foram: 1)
Sal + Sal; 2) Sal + Ep100; 3) Sal + Ep300; 4) Sal + Ep1000.

= 3.8.2 Adrenoceptores envolvidos na fungéo renal:

Nessa abordagem, foi utilizado Prazosin (PRA), um antagonista seletivo a1-
adrenoceptor, na dose de 4 nmol e Yohimbine (YOH), um antagonista seletivo a2-
adrenoceptor, na dose de 50 nmol. A Ep300 foi microinjetada trinta minutos apds

aplicacao desses bloqueadores.
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Para certificar que o solvente PG nao interferiu nos resultados e visando
avaliar o efeito dessas drogas sobre a fungcdo renal sem posterior estimulo
adrenérgico com Ep300, foi também realizado a microinjegao i.c.v. primeiramente
do solvente PG, seguido da administragdo de PRA ou YOH. Dessa forma, os
subgrupos advindos da divisdo da prole NP e LP de acordo com as microinjegdes
realizadas nesse estudo foram: 1) Pra + Ep300; 2) Yoh + Ep300; 3) PG + Pra; 4)
PG + Yoh.

3.9 Determinacao das Concentracoes de Sodio, Litio, Potassio e Creatinina

Plasmaticas e Urinarias

A creatinina plasmética e urinaria foram determinadas pelo método
calorimétrico por espectrofotometria utilizando-se um espectrofotdmetro Micronal
(Modelo 383, Sao Paulo). As concentracbes plasmaticas de sddio, litio e potassio
foram determinadas por fotometria de chama (Micronal, B262, Sao Paulo, Brasil).
Essa metodologia baseia-se no fato de que os metais alcalinos, quando elevados
a uma temperatura alta, absorvem energia da fonte de calor e passam ao estado
de excitagcdo em sua forma atémica. Quando estes atomos resfriam, voltam ao
estado normal ndo excitado e reemitem sua energia absorvida por radiacao com
comprimentos de onda especificos, alguns dos quais ocupam a regiao visivel da
luz (Na*: 589 nm, Li*: 670 nm, K*: 768 nm). Um metal alcalino aspirado através de
uma chama de baixa temperatura, na forma nebulizada, emite, depois de excitado
pelo calor da chama, uma onda de frequéncia discreta, a qual pode ser isolada por
um filtro ético. Uma vez que a emissdo € proporcional ao numero de atomos

excitados, a concentragdo do ion na amostra pode ser determinada.
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3.10 Férmulas para Calculo do Clearance e da Fracao de Excrecao

» 3.10.1 Clearance de Creatinina (CCr):

Representa a depuragdo plasmatica da creatinina por unidade de tempo
pela totalidade dos glomérulos renais funcionantes, calculada pela férmula
(UxV'/P), sendo U a concentragdo urinaria de creatinina, V' o fluxo urinério por
minuto e P a concentracdo plasmatica de creatinina. Os resultados foram

expressos em ul/min/100g peso corporal.

» 3.10.2 Fracao de Excrecdo de Sodio (FENa):

Representa a fracdo de carga filtrada de s6dio e excretada pela urina num
determinado periodo de tempo, calculada pela férmula (Cna/Ccr x 100), sendo Cna
o clearance de sodio e o Ccr, 0 clearance de creatinina. Os resultados foram

expressos em porcentagem (%).

» 3.10.3 Fracdo de excregéo de Potassio (FEK+):

Representa a fracdo de carga filtrada de potassio e excretada pela urina
num determinado periodo de tempo, calculada pela formula (Ck/Ccr x 100), sendo
Ck o clearance de potassio e 0 Ccr, 0 clearance de creatinina. Os resultados foram
expressos em porcentagem (%).

» 3.10.4 Fracao de excrecdo proximal de sodio (FEPNa):

Representa a fracdo de carga filtrada de sddio e excretada ao longo do
tubulo proximal do nefro, calculada pela formula (CL/Ccr x 100), sendo CuLi o
clearance de litio e o Ccr, 0 clearance de creatinina. Os resultados foram
expressos em porcentagem (%).
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» 3.10.5 Fracgdo de excregdo pos-proximal de sodio (FEPPNa):

Representa a fragdo de carga filirada de sédio e excretada ao longo dos
segmentos distais do tubulo proximal do nefro, calculada pela férmula (Cna/CLi x
100), sendo Cna 0 clearance de sodio e o Cui, 0 clearance de litio. Os resultados

foram expressos em porcentagem (%).

3.11 Averiguacao do local de injecao

Apos 2 a 3 dias da realizagdo do segundo clearance de litio e creatinina, os
animais foram anestesiados com 75mg/kg de cetamina e 10mg/kg de xilasina e,
em seguida, receberam microinjegéo i.c.v. de 5ul de Azul de Evans. Os cérebros
foram entdo removidos por decapitacdo e a presenca do Azul de Evans no
ventriculo lateral foi avaliada (Figura 5). As amostras provenientes de animais que
nao tiveram as canulas-guia inseridas no local correto foram descartadas.

Figura 5: Visualizacdo do corante Azul de Evans a fim de averiguar a correta

canulacao do ventriculo cerebral lateral.
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3.12 Analise Estatistica dos Resultados

A andlise estatistica empregada foi o Teste-t Student para testes
paramétricos e Mann-Whitney para testes ndo paramétricos. Para duas ou mais
variaveis utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) com Post hoc Bonferroni.
Para elaboracdo da curva dose—resposta foi realizado analise de regressao nao-
linear. Os resultados foram expressos como média + Erro Padrdo da Média
(EPM). Em todos os calculos foi fixado um nivel critico de 5% (p<0,05). Os
softwares utilizados em todos os testes estatisticos foram GraphPad InStat version
3.05, GraphPad Software, San Diego Califérnia USA e GraphPad Prism 3,
Copyright1992-1998 GraphPad Software Inc.
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4. Resultados
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4.1 Caracterizacao Antropométrica e Pressorica

O consumo diario das duas diferentes dietas ofertadas as ratas prenhes foi
mensurado a fim de certificar que ambas seriam ingeridas na mesma quantidade
(Figura 6). A inexisténcia de diferenca significativa entre elas indica que nao
ocorreu compensacgao proteica pelas genitoras LP, o que assegura que o modelo
experimental adotado nesse trabalho foi, de fato, a programacéo fetal por restricado
proteica gestacional.

Consumo diario de dieta materna
25-

20- pr————————
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a
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Figura 6: Consumo diario de dieta normoproteica, NP (n=36), e hipoproteica, LP
(n=51), por ratas prenhes. Valores representam média + EPM. Teste t de Student.

Os estudos realizados na ninhada de machos provenientes das genitoras
NP e LP mostraram que o consumo de dieta com baixas quantidades proteicas
durante todo o periodo gestacional promove reducdo significativa no peso ao
nascer da prole (Figura 7). Porém, quando avaliado a correlagédo entre o nimero
total de filhotes por ninhada e o peso ao nascer dos machos da prole, ela é
significativa apenas na prole LP (Figura 8).
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Peso ao nascer

*kk
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Figura 7: Peso ao nascer de machos da prole NP (n=39) e LP (n=52). Valores
representam média + EPM. Teste t de Student, *** p<0,0001.

Correlacao entre peso ao nascer
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Figura 8: Correlagéo entre o peso ao nascer de machos da prole e o numero total
de filhotes por ninhada nos grupos NP (Pearson r=-0,185; p=0,13; n=38) e LP
(Pearson r=-0,800; p<0,0001; n=52). As linhas representam a regressao linear dos
dados (NP, r’=0,034; LP, r?=0,64).
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Quando avaliada a evolucao da massa corpérea da prole ao longo das
semanas de vida (Figura 9), é possivel notar que ndo ha mais diferencas
significativas entre NP e LP ja na primeira semana, persistindo esse quadro até a
sexta semana de vida. Na sétima e décima semanas, no entanto, a prole LP volta
a apresentar massa corpérea significativamente menor do que aquela
apresentada pelo grupo controle e, a partir da décima segunda semana, esse
quadro se repete e perpetua-se até o final das mensuracbes, com 16 semanas de

vida.

Evolucao da massa corporea

-~ NP
& LP

massa corporal (g)

12345678 910111213141516
Semanas

Figura 9: Evolucdo da massa corpérea da prole NP (1 n=30; 2 n=41; 3 n=38; 4
n=49; 5 n=56; 6 n=54; 7 n=46; 8 n=47; 9 n=47; 10 n=56; 11 n=33; 12 n=37; 13
n=31; 14 n=44; 15 n=49; n=48) e LP (1 n=32; 2 n=53; 3 n=45; 4 n=48; 5 n=71; 6
n=62; 7 n=48; 8 n=61; 9 n=66; 10 n=50; 11 n=35; 12 n=51; 13 n=32; 14 n=50; 15
n=65; n=41) ao longo das semanas de vida. Valores representam média + DPM.
ANOVA pos thoc Bonferroni, * p < 0,01.

Em associagcdo com o baixo peso ao nascer, a restricdo de proteinas na
dieta materna também esta diretamente relacionada com o desenvolvimento de
hipertensao arterial na prole adulta (MESQUITA et al., 2010). A Figura 10 mostra a
evolucao da pressao arterial caudal sistélica de animais NP e LP durante a oitava,

décima e décima segunda semanas de vida.
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Figura 10: Efeito da nutricdo materna sobre a presséo arterial caudal sistdlica na
82, 102 e 122 semanas de vida da prole NP (8: n=32; 10: n=24; 12: n=17) e LP (8:
n=31; 10: n=36; 12: n=24). Valores representam média + EPM. ANOVA post hoc
Bonferroni, * p<0,05; *** p<0,001.

4.2 Testes Funcionais Renais

4.2.1 Estimulo adrenérgico central

Diferentes doses de epinefrina foram microinjetadas i.c.v. a fim de avaliar o
efeito do estimulo adrenérgico central sobre a funcdo renal em animais
submetidos a restricdo proteica gestacional. A figura 11 mostra o efeito central
desse farmaco sobre o volume urinario. Observando-se somente os animais NP, a
epinefrina a 300 nmol foi capaz de promover diurese significativa apds 120
minutos de estudo quando comparado com os resultados provenientes da
microinjecao i.c.v. de solucao salina isotbnica nesse mesmo grupo experimental. A
diurese também foi observada nos animais LP, a qual foi desencadeada por 100

nmol de epinefrina aos 90 minutos de teste. O aumento do volume urinario em
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todos os grupos ao longo do tempo € consequéncia da sobrecarga hidrica ao qual

o animal foi submetido durante o clearance de litio e creatinina.

Volume Urinario

m_
] NP Sal + Sal [ LP Sa I+ Sal A,
[ NP Sal + Ep100 [ LP Sal + Ep100 L
50 [l NP Sal+Ep300 Ml LP Sal + Ep300 I e

Bl NP Sal + Ep1000 WM LP Sal + Ep1000

[
- 1
= 1 | I I
1 [
o
o-LIGIZIEIEd 5|7 6 6|9 L 6 1(] |6 1|6
1 ” 1 Tempo (min) v 120

Figura 11: Volume urinario ao longo do tempo ap6s microinjecado i.c.v. de solucao
salina 0,9% e/ou epinefrina nas doses 100, 300 e 1000 nmol em animais NP
(escala de cinza) e LP (escala de azul). As setas indicam o momento das
microinjecdes e os valores nas barras indicam o n. Valores representam média +
EPM. ANOVA post hoc Bonferroni, *p<0,050; ***p<0,001.

Quanto a fragdo de excregao total de sddio, 1000 nmol de epinefrina foi
capaz de promover natriurese nos animais NP quando comparado com animais
desse mesmo grupo que recebeu apenas microinjecao de solugcao salina isotdnica

(Figura 12). Este valor foi estatisticamente significativo apés 30 minutos de coleta
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e, embora nao significativo, 300 nmol de epinefrina também promoveu ligeiro
aumento na FENa nesse grupo. Essa resposta natriurética foi se reduzindo
conforme o andamento do experimento. Em contraste, o grupo LP nao sofreu
alteragbes nesse parametro frente as diversas doses de epinefrina microinjetadas
no ventriculo lateral. Esses animais exibiram apenas um aumento nado significativo

120 minutos apds a administracédo de 100 nmol da droga.

FE Na%
= % 1 NP Sal + Sal [ LPSal+ Sal
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Figura 12: Fracdo de excrecdo de sodio ao longo do tempo ap6s microinjecao
i.c.v. de solucao salina 0,9% e/ou epinefrina nas doses 100, 300 e 1000 nmol em
animais NP (escala de cinza) e LP (escala de azul). As setas indicam o momento
das microinjecbes e os valores nas barras indicam o n. Valores representam
média £ EPM. ANOVA post hoc Bonferroni, *p<0,050; **p<0,01.
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FE Na%

A curva dose-resposta da FENa foi plotada para cada tempo avaliado
(Figura 13) e os valores de EC50 dos animais NP para 30, 60, 90 e 120 minutos
de coleta foram, respectivamente: 1092,860; log2,774; 10g2,203; log2,181. A
determinagdo dos valores de EC50 para os animais LP foi impossibilitada pela

auséncia de resposta renal desse grupo frente ao estimulo adrenérgico.
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Figura 13: Curva dose-resposta da fracao de excrecao de sodio apés 30, 60, 90 e
120 minutos da microinjecao i.c.v. de diferentes doses de epinefrina na prole NP e
LP. Valores representam média + EPM. Andlise de regressao n&o-linear.
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104

Quando avaliado a excrecao de sédio nas diferentes porcdes dos tubulos
renais, fica evidente que a resposta natriurética resultante do estimulo por
epinefrina central a 1000 nmol é consequéncia do aumento na fragdo de excrecao
desse ion na porcdo proximal do nefro, como mostrado na figura 14. A
manipulagéo renal de sédio na porgdo pds-proximal do nefro, por sua vez, ndo
sofreu alteracdes (Figura 15).

FEP Na%
1 NP 5al + 3al .
= N Sl 4300 HE ey
o o HAr
@ NP Sal+ Ep1000 —, HH
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B LP Sal+ Ep300
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Figura 14: Fracdo de excregdo proximal de sbédio ao longo do tempo apds
microinjecao i.c.v. de solucao salina 0,9% e/ou epinefrina nas doses 100, 300 e
1000 nmol em animais NP (escala de cinza) e LP (escala de azul). As setas
indicam o momento das microinjecées e os valores nas barras indicam o n.
Valores representam média £+ EPM. ANOVA post hoc Bonferroni, *p<0,050;
**p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 15: Fracdo de excrecdo pds-proximal de sédio ao longo do tempo apds
microinjecado i.c.v. de solugéo salina 0,9% e/ou epinefrina nas doses 100, 300 e
1000 nmol em animais NP (escala de cinza) e LP (escala de azul). As setas
indicam o momento das microinjecbes e os valores nas barras indicam o n.

Valores representam média + EPM. ANOVA post hoc Bonferroni.

A fracdo de excrecao de potassio apresentou-se elevada apds 60 minutos
da microinjecdo i.c.v. de epinefrina a 300 e 1000 nmol (Figura 16) no grupo LP.
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Figura 16: Fracado de excrecdo de potassio ao longo do tempo apds microinjecéo
i.c.v. de solugdo salina 0,9% e/ou epinefrina nas doses 100, 300 e 1000 nmol em
animais NP (escala de cinza) e LP (escala de azul). As setas indicam o0 momento
das microinje¢cdes e os valores nas barras indicam o n. Valores representam
média £ EPM. ANOVA post hoc Bonferroni, *p<0,050; **p<0,01.

4.2.2 Bloqueio a1-adrenoceptor

A funcao renal de ratos submetidos a programacao do desenvolvimento
fetal foi avaliada ap6s o bloqueio central com o antagonista a1-adrenoceptor,
Prazosin. Para critério de comparacgao, estardo representadas nos graficos as
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respostas renais decorrentes da administracdo i.c.v. das seguintes combinacdes
de farmacos: solucao salina isoténica (Sal + Sal); Ep300 com microinjecao prévia
de solucdo salina 0,9% (Sal + Ep300); PRA com microinjecao prévia de seu
solvente (PG + Pra) e, finalmente, Ep300 com bloqueio prévio com PRA (Pra +
Ep300).

Com relagédo ao volume urinario, o bloqueio de al1-adrenoceptores centrais
promoveu diurese no tempo 120 minutos tanto no grupo controle quanto em
animais sujeitos a restricao proteica gestacional (Figura 17). Tal resposta € similar
aquela apresentada por animais NP submetidos ao estimulo adrenérgico central
por 300 nmol de epinefrina. O grafico da resposta ao longo de todo o tempo de

teste esta disponivel na secdo anexo deste documento.

Volume Urinario / Prazosin - 120’

60- x FE ¥
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L 20 O LPPG+Pra
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104 1 LP Pra + Ep300
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Figura 17: Volume urinario dos grupos NP e LP no tempo 120 minutos apds
microinjecao i.c.v. de Sal+Sal, Sal+Ep300, PG+Pra e Pra+Ep300. Os valores nas
barras indicam o n. Valores representam média + EPM. ANOVA post hoc

Bonferroni, **p<0,01.

A manipulacao renal tubular de sodio, em especial na porcao proximal do
nefro, sofreu alteragdes decorrentes do bloqueio a1-adrenoceptor, sendo essas
modificacdes diferentes entre os grupos NP e LP. Quanto a fracdo de excrecao
total desse ion, PRA nao foi capaz de alterar a natriurese observada nos animais
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controle apés administracao de epinefrina central (Figura 18). O grupo LP, por sua
vez, ndo sofreu qualquer alteracdo nesse parametro entre os diversos farmacos
administrados. Embora sem significancia estatistica, € possivel notar,
examinando-se apenas os dados referentes a PG+Pra e Pra+Ep300, que o

bloqueio al1-adrenoceptor tende a aumentar a FENa em NP, o que n&o ocorre nos

animais LP.
FE MNa - Prazosin
0,407
H NP Sal + Sal Il NP PG +Pra
] LP Sa + Sal O LP PG +Pra
0.354 T B MNP Sal + Ep300 B NP Pra+ Ep300

1 LP Sal + Ep300 O LPPra+ Ep300

4!5!5!3! 4!?!5!3
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Figura 18: Fracao de excrecédo de sédio dos grupos NP e LP ao longo do tempo

Tempo (min)

apds microinjecdo i.c.v. de Sal+Sal, Sal+Ep300, PG+Pra, e Pra+Ep300. As setas
indicam o momento das microinjecées e os valores nas barras indicam o n.
Valores representam média £ EPM. ANOVA post hoc Bonferroni, *p<0,05.
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Quanto a FENa na porcao proximal do nefro (Figura 19), os animais NP e
LP apresentaram aumento nesse parametro ap6s a microinjecdo de PRA no
tempo -30 minutos. Essa elevacdo permanece durante praticamente todo o
periodo de experimento no grupo NP, enquanto que, nos animais LP, a excregéao

proximal de sédio diminuiu a partir de 60 minutos de experimento.

z = FEP Na - Prazosin
—— B8 NP Sal + Sal B NP PG + Pra
. O LPSal+S4 ] LP PG +Pra

BN NP Sa +Ep300 @ NP Pra + Ep300
O] LP Sal+ Ep300 [J LP Pra+Ep300

5|Fls
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Figura 19: Fracao de excregao proximal de sddio dos grupos NP e LP ao longo do
tempo apds microinjecao i.c.v. de Sal+Sal, Sal+Ep300, PG+Pra, e Pra+Ep300. As
setas indicam o momento das microinje¢des e os valores nas barras indicam o n.
Valores representam média £+ EPM. ANOVA post hoc Bonferroni, *p<0,05,

**p<0,01.
77



FEPP Na%

Nao ha alteracbes significativas na FEPPNa (Figura 20). J& a FEK+
apresenta apenas um ligeiro aumento no grupo LP ap6és 60 minutos da
microinjecao de 300 nmol de epinefrina (Figura 21).

FEPP Na - Prazosin
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Figura 20: Fracdo de excregado pds-proximal de sddio dos grupos NP e LP ao
longo do tempo apds microinjecdo i.c.v. de Sal+Sal, Sal+Ep300, PG+Pra, e
Pra+Ep300. As setas indicam o momento das microinjecdes e os valores nas
barras indicam o n. Valores representam média + EPM. ANOVA post hoc
Bonferroni.
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Figura 21: Fracdo de excrecdo de potassio dos grupos NP e LP ao longo do
tempo apds microinjecéao i.c.v. de Sal+Sal, Sal+Ep300, PG+Pra, e Pra+Ep300. As
setas indicam o momento das microinjecdes e o0s valores nas barras indicam o n.
Valores representam média + EPM. ANOVA post hoc Bonferroni, *p<0,05,
“*p<0,01, ***p<0,001.

4.2.3 Bloqueio a2-adrenoceptor

A funcao renal de ratos submetidos a programacao do desenvolvimento
fetal também foi avaliada apds o bloqueio com o antagonista a2-adrenoceptor,
YOH.
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Quanto ao volume urinario, os grupos NP e LP comportaram-se de forma
diferenciada ap6s a microinjecéo i.c.v. dos farmacos, como evidenciado na figura
22. Para melhor visualizagdo, os resultados obtidos pela administragcao de
Sal+Sal, Sal+Ep300, PG+Yoh e Yoh+Ep300 foram plotados em graficos
individualizados (Figura 23).

De forma geral, o estimulo simpatomimético por 300 nmol de epinefrina
promoveu diurese de mesma magnitude em NP e em LP ao longo do tempo.
Decorridos 120 minutos de experimento, o volume urindrio em animais NP, que
receberam microinjecdo central de epinefrina, apresentou significancia estatistica
quando comparado com animais do mesmo grupo que receberam apenas solugao
salina isotdnica no ventriculo lateral, o que confirma que a diurese observada apo6s
o estimulo adrenérgico central ndo é decorrente da sobrecarga hidrica ao qual os
animais foram submetidos.

Quando observado os dados referentes ao volume urinario frente ao
bloqueio de a2-adrenoceptores centrais, é possivel notar que a resposta resultante
€ antidiurética. Apés um periodo inicial de aumento no volume urinario devido a
sobrecarga hidrica, os animais NP e LP PG+Yoh apresentaram o mesmo padréao
de diminuicdo nesse parametro, que se inicia no tempo 60 minutos. Ainda nesse
tempo, ha diferenga significativa no grupo NP entre os animais que receberam
apenas solucao salina 0,9% e aqueles que receberam microinjecdo de YOH com
administracao prévia do solvente PG.

Esse padrao de resposta resultante da administracdo de PG+Yoh € muito
similar aquele observado para animais NP que receberam microinjecédo i.c.v. de
epinefrina com bloqueio prévio de a2-adrenoceptores, com a diferenca de que
nesse ultimo grupo, a diminuigdo no volume urinario se inicia aos 30 minutos de
teste. Em contrapartida, o grupo LP Yoh+Ep300 apresentou uma diminuicao
drastica na quantidade de urina excretada logo ap6s a segunda microinjecao, de
300 nmol de epinefrina. Devido a isso, a curva do volume urindrio em animais LP
Yoh+Ep300, embora muito semelhante aquela apresentada pelos grupos NP
PG+Yoh, LP PG+Yoh e NP Yoh+Ep300, apresenta um comportamento de

resposta atrasada com relacao aos demais.
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Figura 22: Volume urinario dos grupos NP e LP ao longo do tempo apds
microinjecdo i.c.v. de Sal+Sal, Sal+Ep300, PG+Yoh, e Yoh+Ep300. As setas
indicam o momento das microinje¢gées e os valores nas barras indicam o n.
Valores representam média £+ EPM. ANOVA post hoc Bonferroni, *p<0,05
**p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 23: Volume urinario dos grupos NP e LP ao longo do tempo apds
microinjecdo i.c.v. de Sal+Sal, Sal+Ep300, PG+Yoh, e Yoh+Ep300. As setas
indicam o momento das microinjecées. Valores representam média + EPM.
ANOVA post hoc Bonferroni, *p<0,05.

A manipulacéo tubular renal de sddio em animais submetidos a restricao
proteica gestacional sofreu consideraveis alteracées apds o estimulo adrenérgico
com bloqueio prévio de a2-adrenoceptores centrais. A figura 24 ilustra 0 aumento

significativo na FENa nesses animais nos tempos 60, 90 e 120 minutos. Essa
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natriurese acentuada foi observada apenas no grupo LP Yoh+Ep300 e, no tempo
90 minutos, seu valor chega a ser 5,7 vezes maior do que o valor apresentado

pelos animais NP que receberam a mesma combinagéo de farmacos.
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Figura 24: Fracao de excregcao de sédio dos grupos NP e LP ao longo do tempo

Tempb (min)

apds microinjecao i.c.v. de Sal+Sal, Sal+Ep300, PG+ Yoh, e Yoh+Ep300. As setas
indicam o momento das microinje¢gées e os valores nas barras indicam o n.
Valores representam média £+ EPM. ANOVA post hoc Bonferroni, *p<0,05
**p<0,01; ***p<0,001.
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Quando avaliado separadamente a manipulagdo renal de sodio nas
diferentes porcdes do nefro, é possivel aferir que tanto a porcao proximal (Figura
25) quanto a porcao pés-proximal (Figura 26) contribuem para os elevados indices
de natriurese observado no grupo LP Yoh+Ep300.

A fracdo de excrecao proximal de sodio foi elevada ndo sé nos animais LP
submetidos a administracdo central de epinefrina com bloqueio prévio de a2-
adrenoceptores, mas também em animais NP que foram sujeitos ao mesmo tipo
de tratamento. No entanto, a natriurese observada nesse ultimo grupo caracteriza-
se por ser lenta e gradual, tornando-se estatisticamente significativa apenas no
tempo 90 e 120 minutos, ao passo que o perfil natriurético dos animais LP

apresenta-se elevado de forma mais imediata, j& no tempo 60 minutos.
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Figura 25: Fracao de excrecao proximal de sédio dos grupos NP e LP ao longo do
tempo apo6s microinjecao i.c.v. de Sal+Sal, Sal+Ep300, PG+Yoh, e Yoh+Ep300. As
setas indicam o momento das microinje¢des e os valores nas barras indicam o n.
Valores representam média + EPM. ANOVA post hoc Bonferroni, *p<0,05

**p<0,01; ***p<0,001.
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Figura 26: Fracao de excrecao pds-proximal de sédio dos grupos NP e LP ao
longo do tempo apds microinjegdo i.c.v. de Sal+Sal, Sal+Ep300, PG+ Yoh, e
Yoh+Ep300. As setas indicam o momento das microinjecbes e os valores nas
barras indicam o n. Valores representam média + EPM. ANOVA post hoc

Bonferroni, *p<0,05; **p<0,01.

Quanto a FEK+, os animais LP Yoh+Ep300 apresentaram aumento
significativo nesse parametro nos tempos 60 e 90 minutos (Figura 27). Da mesma
forma, o grupo LP Sal+Ep300 também exibiu elevacdo na fracdo de ions potassio

excretados no tempo 60 minutos, como ja descrito anteriormente.
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Figura 27: Fracdo de excrecado de potassio dos grupos NP e LP ao longo do
tempo apo6s microinjecao i.c.v. de Sal+Sal, Sal+Ep300, PG+Yoh, e Yoh+Ep300. As
setas indicam o momento das microinje¢des e os valores nas barras indicam o n.
Valores representam média + EPM. ANOVA post hoc Bonferroni, *p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001.
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5. Discussao
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As condicoes ambientais nas quais se processa 0 desenvolvimento
embrionario tém se tornado cada vez mais relevantes no entendimento acerca dos
estados de saude ou de doenca no qual se encontra um individuo na idade adulta.
Nao apenas a herangca génica proveniente dos genitores influencia as
caracteristicas fenotipicas encontradas na prole, mas também os fatores
ambientais maternos, por meio de processos epigenéticos, podem interferir na
combinacao genotipica dos descendentes.

As alteracdes na morfologia e funcdo de 6rgédos e sistemas durante a
ontogénese sao guiadas pelos indicios fornecidos pelo ambiente intrauterino, com
o objetivo de garantir maiores chances de sobrevivéncia frente ao ambiente pds-
natal. Uma vez que evidéncias do fendmeno de programacao fetal esta presente
nao sé em humanos, como também em primatas ndo humanos e diversos outros
modelos animais, deve ser presumido que se trata de um processo altamente
conservado ao longo da evolugdo e, portanto, confere vantagens adaptativas
Darwinianas (HARRIS & SECKL, 2011). Assim, diante do baixo suprimento
proteico, ocorre uma seérie de alteragdes no desenvolvimento renal do feto que
culminam na geracdo de um sistema poupador, caracterizado pela intensa
retencao de agua e eletrélitos e pelo menor nimero de nefros (KETT & DENTON,
2011). No entanto, todas essas alteracbes podem ter efeitos deletérios ou mal
adaptativos se o ambiente no qual ocorreu a programacdo do individuo néo
corresponder com o ambiente extrauterino encontrado pos-desenvolvimento
embrionario. Ou seja, se a restricAo proteica nos estagios iniciais de vida
programa um “fenétipo econémico”, mas a oferta desse nutriente é abundante na
vida adulta, como resultado, aumenta-se o risco etiolégico de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e metabodlicas na prole (GLUCKMAN & HANSON,
2004). A hipétese original concebendo esta ideia € conhecida como “Hipdtese de
Barker” e, mais recentemente, tem ganhado maior visibilidade pelo surgimento da
expressdo DOHaD (Developmental Origins of Health and Adult Disease)
(BARKER & BAGBY, 2005; GLUCKMAN & HANSON, 2006).

Diversos trabalhos tém comprovado que as adversidades intrauterinas

diminuem efetivamente a atividade da enzima 113-HSD2 placentaria (BERTRAM
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et al., 2001; LANGLEY-EVANS et al.,, 1996) e postula-se que o consequente
excesso na transferéncia de glicocorticoides maternos para o feto seria um fator
determinante na programacéao da hipertensao arterial (LANGLEY-EVANS, 1997) e
da sensibilidade as catecolaminas (O'REGAN et al., 2008) no adulto, bem como
do baixo peso ao nascer (BENEDIKTSSON et al., 1997a; EDWARDS et al., 1993;
SECKL, 1998). Os resultados obtidos nesse trabalho confirmam a reducédo do
peso ao nascer de machos da prole, corroborando estudos que utilizam 0 mesmo
modelo experimental de programacao fetal (MESQUITA et al., 2010; LOPES et al,
2013). No entanto, quando observado o numero de filhotes por ninhada, nota-se
que a prole proveniente de maes LP, que apresentaram quantidade reduzida no
namero de filhotes, ndo exibiu reducdo de seu peso ao nascimento, mesmo
exposta a uma possivel sobrecarga de glicocorticoides maternos. Sendo assim,
nesse estudo, podemos sugerir que o nascimento de uma progénie menor se deve
mais ao fato do baixo suprimento proteico para o desenvolvimento do feto do que
a diminuicdo da atividade dessa enzima placentaria. Apesar do tratamento nao
influenciar a quantidade de filhos por progenitora, a ocasional redu¢gdo no numero
da ninhada em ratas LP garantiria menor divisdo do pouco aporte de proteina
entre a prole e, portanto, cada animal teria maior disponibilidade desse nutriente
para o seu desenvolvimento.

Além disso, foi também observado no presente estudo, o rapido ganho de
massa corpdrea da prole LP nas primeiras semanas de vida a despeito de seu
baixo peso ao nascer. Eriksson e Forsén (2002) relataram o alto risco de
ocorréncia de doengas cardiacas corondrias em individuos que apresentaram
reducdo no peso ao nascimento seguido de crescimento catch-up durante a
infancia. Essa rapida recuperacao do crescimento com a melhora das condi¢des
nutricionais poés-natais representa alteracdes no metabolismo que podem estar
relacionadas a programacgdo de doencas em longo prazo como resisténcia a
insulina, dislipidemia, hipertensao arterial e sindrome metabdlica (BARKER, 2004;
HALES & BARKER, 2001).

A elevacdo da pressdo arterial na prole submetida a restricdo proteica

gestacional, outro parametro observado em eventos de programagcéo fetal, ocorreu
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ja na 82 semana de vida, quando se iniciaram as mensuracdes, e foi mantida
nesse mesmo patamar na 102 e 122 semanas. Apesar de nao ser possivel, com
esse trabalho, determinar 0 momento exato no qual ocorreu essa elevacgao, esse
estudo corrobora dados existentes na literatura que relacionam as alteragdes
dietéticas durante o desenvolvimento intrauterino com o aumento da pressao
arterial na prole adulta (WOODALL et al., 1996; MESQUITA et al., 2010; VACCARI
et al., 2013; ROGERS et al., 2014). E amplamente conhecido que os rins, por
meio de altera¢des na sua fungdo ou hemodinamica, possuem um papel essencial
na patogénese da hipertensao arterial por promover a retengao de sédio (JOHNS
et al., 2011; BOER et al., 2005; HALL et al., 2012). Embora ainda haja discussoes
a respeito dos mecanismos precisos que promovem essa elevacao da pressao
arterial em animais programados, sabe-se que o controle renal do balanco
hidroeletrolitico possui um importante papel nesse processo, uma vez que foi
evidenciado que esses animais apresentam natriurese reduzida, a qual é
resultante, principalmente, do aumento da reabsorgdo de sddio nos segmentos
tubulares contorcidos proximais (MESQUITA et al., 2010).

A excregao urinaria de agua e eletrdlitos € modulada pelo sistema nervoso
central (GONTIJO & KOPP, 1994; DIBONA, 2000; JOHNS et al., 2011). A
importancia dos nervos simpaticos renais na resposta antinatriurética observada
em eventos de programacgéo fetal € evidenciada em estudos mostrando que a
denervacao renal crénica € capaz de reverter essa excessiva reabsor¢cédo de sodio
(ALEXANDER et al., 2005; CUSTODIO, 2014 - dados ndo publicados). Por outro
lado, € amplamente conhecido que a reposta dos rins frente ao estimulo
simpatomimético central é completamente inversa aquela observada apo6s o
estimulo simpatico periférico, visto que a administracdo de agonista
noradrenérgicos em diferentes regides cerebrais promove natriurese acentuada
(SILVA-NETTO et al., 1986; GONTIJO et al.,, 1991; CHIU & SAWYER, 1974,
ROHMEISS et al.,, 1995). Tendo em conta a falta de estudos avaliando a
participacdo da modulacao simpatica central em modelos de programacao fetal, o
presente estudo visou elucidar, pelo menos em parte, o papel do sistema

noradrenérgico central no estabelecimento das alteragbes no balango
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hidroeletrolitico renal encontradas em individuos adultos cujas progenitoras
sofreram alteracbes na composicao proteica de sua dieta durante o periodo
gestacional.

Esse estudo endossou os dados existentes na literatura que mostram que o
estimulo adrenérgico central promove diurese (MORRIS et al., 1977; BEAL &
BLIGH, 1980; OTA et al.,, 1990). No entanto, 0 aumento no volume urinario
ocorreu apenas de forma pontual, 120 minutos apds a microinjecao i.c.v. de 300
nmol de epinefrina no grupo controle e 60 minutos apds a administracao central de
100 nmol do farmaco nos animais tratados. O bloqueio de oi-adrenoceptores
centrais nao alterou essa resposta diurética provocada pelo estimulo
simpatomimético central, enquanto que o bloqueio de a2-adrenoceptores nao sé
aboliu a resposta da epinefrina como também desencadeou reducao expressiva
no volume urindrio. Essa resposta antidiurética proveniente da microinjecao de
YOH foi observada em ambos os grupos independentemente da posterior
microinjecdo i.c.v. de epinefrina. No entanto, quando ocorreu, de fato, a
administracdo adrenérgica central apds o bloqueio prévio de a2-adrenoceptores,
0os animais LP apresentaram resposta antidiurética mais acentuada do que o
grupo controle, como mostrado na figura 23.

Apesar da existéncia de relatos na literatura a respeito do efeito diurético
desencadeado pelo estimulo adrenérgico central, ndo ha descricao prévia desses
efeitos em animais que sofreram programagdo do desenvolvimento fetal. E
conhecido que a administracdo i.c.v. de agonista a1-adrenoceptor promove
aumento da liberacdo de AVP, bem como elevacdo da atividade da renina
plasmatica e da pressao sanguinea (GANONG et al., 1982; BROOKS et al., 1986;
LEFLIER et al., 1987), ao passo que o estimulo central de a2-adrenoceptores esta
relacionado a queda na liberacdo de AVP e da aldosterona plasmatica. Baseado
nisso, levantamos a hipdtese de que os mecanismos centrais de sintese e
secrecdo desse peptideo estariam alterados nos animais programados como
consequéncia de modificagcbes na sinalizacdo adrenérgica mediada por ail-

adrenoceptores. Dessa forma, o bloqueio de a2-adrenoceptores centrais
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promoveria diminuicdo na inibicao da liberacdo de AVP, ao mesmo tempo em que
reduziria os sitios de competicido para a ligacdo das catecolaminas a al-
adrenoceptores. Estes, uma vez estimulados, atuariam na liberacdo desse
peptideo, resultando na retencao renal de agua. A resposta acentuada do grupo
LP a epinefrina exbégena denota aumento da capacidade de resposta desses
receptores al-adrenérgicos, seja por elevacdo em seu nivel de expressao ou a
sua sensibilizagao.

Tem sido documentado em numerosos trabalhos cientificos que o estimulo
simpatomimético central promove aumento da excrecao de sédio (MORRIS et al.,
1977; BEAL & BLIGH, 1980; KIMURA et al., 1981; GANONG et al., 1982; Brooks
et al. 1986), o que também foi observado nesse estudo em animais controle. A
dose de 10° nmol foi capaz de promover natriurese a custa de aumento na
excrecao de sodio na porcao proximal do nefro. Essa resposta, no entanto, nao foi
observada no grupo LP.

Quando avaliada a funcao renal frente ao bloqueio de al-adrenoceptores
centrais, observa-se que esse tratamento nao foi capaz de reverter a natriurese
provocada pela epinefrina no grupo controle, o que pressupde que parte
significativa do controle central da homeostase de sbédio seja mediado
principalmente por a2-adrenoceptores. De fato, ja é bem documentado na
literatura que a ativacdo desses receptores esta relacionada a resposta
natriurética renal. (REID et al., 1975; GANONG et al., 1982; KIMURA et al., 1984;
BROOKS et al., 1986; OTA et al., 1990). Os animais NP e LP, no entanto, passam
a excretar mais so6dio 30 minutos apds a administracdo prévia e isolada de PRA.
Essa resposta é acentuadamente atenuada ap6s a administragdo de epinefrina
em animais LP, particularmente apds 90 minutos da microinjecao. Essa atenuacao
da resposta natriurética ndo foi observada em ratos NP. Este efeito reduzindo a
excrecao de sodio em ratos da prole LP ocorre fundamentalmente na porcéo
proximal do nefro (Figura 19), o que nos leva a propor que essa retencédo de sodio
seja modulada pela hiperestimulacdo de a2-adrenoceptores centrais. Embora o

presente estudo nao permita afirmar a existéncia de um numero maior de
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receptores a2-adrenérgicos em areas do SNC da prole de ratos LP, os resultados
podem sugerir uma hiperatividade destes receptores neste grupo de animais, 0
que poderia estar contribuindo para a retencdo de sodio. Contrariamente ao
presente estudo, relatos na literatura relacionam a ativagdo de a2-adrenoceptores
centrais com a diminuicdo da pressao arterial (KIMURA et al., 1984; BROOKS et
al., 1986; KOEPKE & DIBONA, 1986). Estes aspectos serao discutidos adiante.

Quando avaliado o balango eletrolitico renal frente ao bloqueio de o2-
adrenoceptores com YOH, nota-se que a resposta antinatriurética observada nos
animais programados € acentuadamente revertida por uma acentuada natriurese a
partir de 60 minutos ap6s a inje¢cdo de YOH+Ep300, comprovando que esses a2-
adrenoceptores atuam efetivamente promovendo redugdo da excrecdo renal de
sédio no grupo de animais programados. Esta resposta natriurética induzida pela
administragdo concomitante de YOH e epinefrina ocorre nos segmentos proximais
e pbés-proximais do nefro. Uma vez que a administracao central de AVP promove
uma significante natriurese (ISHIKAWA et al., 1996; NISHIDA et al., 1997), o
aumento lento e gradual na FENa na porgéao proximal e pds-proximal do nefro nos
animais LP Yoh+Ep300 (Figuras 25 e 26) ocorre, pelo menos parcialmente, como
resultado da secrecao desse peptideo pela hipéfise posterior em consequéncia da
ativagdo de a1-adrenoceptores.

Segundo estudos de Wainford e Kapusta (2011), as respostas
fisiolégicas produzidas pela ativagdo de a2-adrenoceptores centrais sao
influenciadas pela disponibilidade e/ou niveis de expressdo cerebral das
subunidades especificas Gai ou Gas da proteina G. Os a2-adrenoceptores
medeiam seus efeitos intracelulares ao ativar principalmente a via de sinalizacao
da subunidade Gai, que resulta na geracao de uma resposta simpatico inibitéria
sobre os sistemas cardiovascular e renal (WAINFORD & KAPUSTA, 2011). Como
tem sido observado, podemos aventar a possibilidade de estar ocorrendo na prole
LP, apds estimulo adrenérgico, o acoplamento de a2-adrenoceptores a
subunidade Gas como decorréncia de altas concentracdées de agonista ou por um
downregulation da subunidade Gai (Eason and Liggett, 1995; Wade et al., 1999).
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De fato, Soto-Moyano e colaboradores (1994) observaram aumento nos niveis de
liberacao central de NA em modelos animais de programagao do desenvolvimento
fetal por alterac6es na dieta da progenitora. Assim, podemos sugerir que, em
animais LP, possa estar ocorrendo alteragdo nas vias de sinalizacao intracelular
dos receptores a2-adrenérgicos, cuja hiperativagdo e/ou aumento do numero de
receptores estaria culminando na reabsorcao intensa de sodio observado nesses
animais programados. Dessa forma, o bloqueio desses a2-receptores permitiu
restaurar a excrecdo renal de sédio no grupo LP para niveis proximos aqueles
observados em animais normais. Esse fendmeno também explicaria a provavel
elevacao da pressao arterial associada a retencao de sodio e agua na prole dos
animais LP.

Recentemente, de Lima e colaboradores (2013) demonstraram, por
imunoistoquimica, reducao na expressao de AVP no PVN e SON do hipotalamo
em prole de animais submetidos a restricao proteica gestacional (de LIMA et al.,
2013). Assim, no presente estudo, a liberacdo de AVP resultante do estimulo de
al-adrenoceptores centrais, atuando como um fator adicional que modula a
excrecao renal de sodio, poderia estar significativamente atenuada em animais LP
pelos achados de Lima e colaboradores, apoiando 0s nossos resultados. Apos o
estimulo adrenérgico com bloqueio prévio de o2-adrenoceptores centrais, a
reducdo de um estado de hiperatividade de a2-receptores associado a um
aumento da estimulagdo al-adrenérgica pos-receptora promoveria uma elevagéao
da natriurese em LP.

De forma geral, esses resultados sugerem que as alteracbes no balancgo
hidroeletrolitico renal, observadas em animais adultos submetidos a restricao
proteica durante o desenvolvimento fetal, estdo relacionadas, pelo menos em
parte, as alteracbes na transmissdo noradrenérgica central mediada por a-
adrenoceptores. Embora o exato mecanismo subjacente a esse processo nao
esteja ainda claramente elucidado, esse estudo possibilita a formulacdo de uma

série novas perguntas a serem estudadas.
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6. Conclusao




A restricao proteica durante o desenvolvimento fetal promove redugdo do
peso ao nascer, elevacao da pressao arterial sistélica e alteragdes na sinalizacao
noradrenérgica central mediada por a-adrenoceptores. A massiva retencdo de
sodio observada nesse modelo experimental se deve, pelo menos em parte, pela
alteracdo da atividade de o2-adrenoceptores centrais, que também atuam na
retencdo renal de agua em animais programados em conjunto com al-
adrenoceptores presentes no sistema nervoso central.

Assim, alteragcbes na transmissdao noradrenérgica central estao
relacionadas ao estabelecimento de modificagdes no balanco hidroeletrolitico
renal que, por sua vez, contribuem para o desenvolvimento e/ou manutencao da

hipertensao arterial observado em modelo experimental de programacao fetal.
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Figura 1: Volume urinario dos grupos NP e LP ao longo do tempo apds
microinjecdo i.c.v. de Sal+Sal, Sal+Ep300, PG+Pra e Pra+Ep300. As setas
indicam o momento das microinjecdes. Valores representam média + EPM.
ANOVA posthoc Bonferroni **p<0,01.
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