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RESUMO

O presente estudo investigou as alteracbes pés-natais dos receptores de
angiotensina 1l (Angll) do tronco encefélico resultantes da restricdo proteica
materna (LP) e seu impacto na programacao da hipertensdo na idade adulta. Os
resultados demonstraram que a massa corpérea da prole ao nascer de machos LP
foi reduzida significativamente quando comparado ao grupo controle (NP) ou com
a prole LP suplementada com taurina (LPT). Esta reducdo foi revertida
rapidamente nos primeiros 12 dias de vida. A reducao da massa corporea foi
acompanhada por uma expressiva redugdo no numero de neurénios do tronco
cerebral de ratos, recém-nascidos LP, comparados aos controles adequados e
LPT pareados por idade. A analise imunoistoquimica para receptores da Angll
também demonstrou que em LP de 16 semanas de vida ocorre diminuicao
significativa na expressao dos receptores de angiotensina tipo 1 (AT1R) no nucleo
do trato solitario (NTS) sendo mais intensa na parte medial do mesmo,
comparativamente a NP e LPT. Contrariamente, a expressao dos receptores tipo 2
(AT2R) em LP com 16 semanas de vida ndo foi diferente na regido medial embora
estivesse reduzida nas regides rostral e caudal do NTS. O presente trabalho
mostrou redu¢do precoce na excrec¢ao urinaria de sédio na prole LP, a qual foi
abolida pela suplementacao de taurina. A redugéo na fragdo de excregao de sodio
foi acompanhada por um aumento na reabsor¢do proximal de s6dio que ocorreu a
despeito de uma inalterada filtracdo glomerular estimada pela depuragao renal de
creatinina. No presente estudo é plausivel supor uma associacdo entre o
decréscimo no desenvolvimento fetal do NTS, uma menor expressao central de
AT1R associada a menor razdo AT1R/AT2R e, um decréscimo na excrecao
urinaria hidrossalina. Estas alteracées poderiam estar relacionadas a elevagao dos
niveis presséricos em LP (progénie deficiente em taurina) comparativamente a

prole NP e LPT da mesma idade.

Palavras chave: Hipertensao; desnutricao proteica; aminoacidos; sistema renina-

angiotensina; nucleo do trato solitario.
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Abstract

The current study pays attention to changes of the postnatal brainstem
angiotensin receptors by maternal protein restriction (LP), and its impact on in
uteri programming of hypertension in adult life. The data shows that LP male pup
body weight was significantly reduced when compared to that of control (NP) or
LP taurine-supplemented (LPT) pups. That fall in in-born LP body weight was
rapidly reverted in 12-wk-old LP offspring. The reduced body weight was
associated with striking decreases in the neurons number in inborn brainstem LP
offspring, when compared to age-matched LP and LPT. Also, the
immunohistochemistry analysis demonstrated a significantly decreased
expression of type 1 Angll receptors (AT1R) in the entire medial solitary tract
nuclei (NTS) of LP rats at 16-week of age compared to age-matched NP and LPT
offspring. Conversely, the immunostained type 2 Angll (AT2R) receptors in 16-
wk-old LP medial NTS were unchanged, although, they were expressively
decreased in rostral and caudal NTS subnuclei. The present investigation shows
an early decrease in fractional urinary sodium excretion in maternal protein-
restricted offspring reverted by diet taurine supplementation. The decreased
fractional sodium excretion was accompanied by a fall in proximal sodium
excretion and occurred despite unchanged creatinine clearance. In the present
study it is plausible to hypothesized an association of decreasing of NTS neuronal
development, AT1R/AT2R ratio, and water-electrolyte renal excretion with the
higher blood pressure levels found in LP (a taurine-deficient progeny), compared
with age-matched NP and LPT offspring.

Keywords: Hypertension; protein malnutrition; amino acids ; renin-angiotensin

system; solitary nucleus.

xiii



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

113 HSD2 — 11-beta-hidroxiesterdide-dehidrogenase tipo 2
Angll — Angiotensina Il

ANSR — Atividade neural simpatica renal

Ap — Area postrema

Arc — Nucleo arqueado

AT1R — Receptor de angiotensina tipo 1

AT2R - Receptor de angiotensina tipo 3

AT4R — Receptor de angiotensina tipo 4

AVP — Vasopressina

BST — Nucleo da estria terminal

CCr — Clearance de creatinina

CVLM — Area ventrolateral caudal do bulbo

Dahl-S — Ratos sensiveis ao sal

DMV — Nucleo motor dorsal do vago

ECA — Enzima conversora da angiotensina

FEK" — Fracao de excrecdo de potassio

FENa" — Fracdo de excrecdo de sbédio

FEPNa"* — Fracao de excregao proximal de sodio
FEPPNa" — Fracao de excrecdo pés-proximal de sédio

Xiv



FHR — Ratos com hipertenséo induzida por frutose
HHPA- Eixo hipocampo-hipotalamo-pituitaria-adrenal

IUGR (intrauterine growth restriction) — restricdo de crescimento intra-uterino
JAK2 - Janus kinase
LO — Nucleo do trato olfatério lateral

LP — Mae que recebeu ragao hipoproteica durante a gestagdo ou a prole oriunda

desta mae.
LPB — Nucleo para-braquial lateral

LPT — Méae que recebeu racao hipoproteica suplementada com taurina durante a
gestacdo ou a prole oriunda desta mae.

LS — Septo lateral

ME — Eminéncia media

MmPO — Nucleo pré-6ptico mediano

NHES3 — lisoforma 3 do trocador sddio-hidrogénio
NHm — Nucleo habenular medial

NMDV — Nucleo motor dorsal do vago

NO — Oxido nitrico

NP — Mae que recebeu racdo normoproteica durante a gestacdo ou a prole

oriunda desta méae.
nPV — Nucleo paraventrilar
NTS — Nucleo trato solitario

NTS-C — Nucleo trato solitario - parte caudal

XV



NTS-M — Ndcleo trato solitario - parte medial
NTS-R — Nucleo trato solitario - parte rostral
OB — Bulbo olfatoério

OCV - Orgéo circuventricular

OVLT - Orgéo vasculoso da lamina terminal
PAC — Pressao arterial caudal

PC — Plexo coréide

Pe — Ndcleo peri-ventricular

PPVN — Neur6nios parvocelulares

SC — Coliculo superior

SFO - Orgéo subfornical

SN — Substancia negra - parte compacta
SON — Nucleo supra-opitico

RCIU — Restrigao do crescimento intrauterino
RHR — Ratos com hipertensao renovascular
RVLM — Area ventrolateral rostral do bulbo
SFO — Subfornical érgao

SHR — Rato espontaneamente hipertenso
SHRSP - Uma variacao do SHR

SNC — Sistema nervoso central

SNS - Sistema nervosa simpatico

XVi



SOCS - Suppressor of cytokine signalling

SRA - Sistema renina-angiotensina

SRAA - Sistema renina-angiotensina-aldosterona
STAT — Signal transducer and activator of transcription
VEGF - Fator de crescimento do endotélio vascular
VEGF-R2 — Um variante do VEGF

VL — Ventriculo lateral

VLG — Nucleo geniculado ventro-lateral.

V — Nervo trigémeo

IX — Nervo glossofaringeo

X —Nervo vago

Xvii



LISTA DE FIGURAS E TABELAS

Figura 1. Diagrama da localizacdo da maioria dos receptores de AT1 em cérebro
de mamifero. Sdo mostrados nas areas pontilhadas dentro do diagrama em corte
sagital de cérebro de rato. As &reas marcadas com listras na vertical indicam os
orgaos circunventriculares, onde nao existe barreira hematocefalica respondendo
ao sistema renina-angiotensina periférico. FONTE: Adaptado de McKINLEY et al.
2003.

30

Figura 2. Sistema-renina-angiotensina-aldosterona. AT1R: receptor tipo 1 de
angiotensina; AT2R: receptor tipo 2 de angiotensina; AT3R: receptor tipo 3 de
angiotensina; AT4R: receptor tipo 4 de angiotensina; AP: aminopeptidases; CP:
carboxipeptidases; ECA: enzima conversora de angiotensina; Mas-R: receptor
Mas; NaCl: Cloreto de sodio; S.N.S: sistema nervoso simpatico; Subst.P:
substancia P. FONTE: Acta Médica Portuguesa, 2010.

33

Figura 3 — A) Desenho esquematico das vias aferentes e eferentes do nucleo do
trato solitario de rato. B) Representacdo esquematica da superficie dorsal do bulbo
do tronco encefalico indicando as diferentes partes do ndcleo do trato solitério.
FONTE: adaptado de Rubio-Navarro et al. 2011.

37

Figura 4 - Sitios de acao da taurina como um agente hipotensor. FONTE: ABEBE
et al., 2011.

42
Figura 5 - Resumo do delineamento experimental
47

Xviii



Figura 6 - Caixa de aquecimento para aferimento de presséo arterial
50

Figura 7 - Aparelho de plestimografia, notar animal posicionado na camara para
afericao da pressao arterial.
50

Figura 8 - Ganho de peso (g) ao longo das 3 semanas de gestacao de ratas Wistar
Hannover submetidas a dieta normoprotéica (17%), hipoprotéica (6%) e
hipoprotéica suplementada com 2,5% de taurina (6%+Tau).

64

Figura 9 — Massa corporal dos filhotes machos com 1 dia de vida submetidos a
dieta com 17%, 6% e 6% de proteina + 2,5% de taurina durante periodo
gestacional.

65

Figura 10 — Massa corporal dos filhotes machos com 12 dias de vida submetidos a
dieta com 17%, 6% e 6% de proteina + 2,5% de taurina durante periodo
gestacional.

66

Figura 11 — Massa corporal dos filhotes machos com 16 semanas de vida
submetidos a dieta com 17%, 6% e 6% de proteina + 2,5% taurina de durante
periodo gestacional.

66

Figura 12— Massa corporal dos filhotes machos a partir da 62 semana de vida
submetidos a dieta com 17%, 6% e 6% de proteina + 2,5% taurina de durante
periodo gestacional.

67

Figura 13 - Pressao sanguinea sistélica (mmHg) ao longo da idade em semanas.
69

Xix



Figura 14 - Estimativa de filtracdo glomerular pelo clearance de creatinina.

71
Figura 15 - Excrecao fracional urinaria de sodio (FEna").

71
Figura 16 - Fracédo de excrecao proximal de sédio (FEPng).

72
Figura 17 - Fracao de excrecdo poés-proximal de sédio (FEPPN,").

72
Figura 18 — Fracao de excregao de potassio (FEK").

72
Figura 19 — Massa do tronco encefélico de filhotes de 12 dias e
16 semanas de vida.

74
Figura 20 — Massa do tronco encefélico de filhotes de 12 dias e
16 semanas por 100 gamas de massa corpérea.

75
Figura 21 — Ndmero de nucleos totais do tronco encefalico de
filhotes machos com 12 dias e 16 semanas.

76

Figura 22 — Numero de nucleos totais por miligramas de
massa do tronco encefalico de animais de 12 dias e 16 semanas.

77

XX



Figura 23 — Numero de nucleos de neurbnios por miligramas de massa

do tronco encefalico de animais de 12 dias e 16 semanas.

78
Figura 24 — Numero de nucleos de neurdnios por miligrama de massa
do tronco encefalico de animais de 12 dias e 16 semanas.

79
Figura 25 — Expressao dos receptores AT1 em tronco encefalico
de animais com 12 dias de vida.

80
Figura 26— Expressao dos receptores AT1 em tronco encefalico
de animais com 16 semanas de vida.

80
Figura 27 — Expressao dos receptores AT2 em tronco encefalico
de animais com 12 dias de vida.

81
Figura 28 — Expressao dos receptores AT2 em tronco encefalico
de animais com 12 dias de vida.

81

Figura 29 — Imunoistoquimica para localizacao do receptor AT1 em

corte transversal do bulbo do tronco encefélico de animal de 16 semanas.
83

Figura 30 — Imunoistoquimica para localizacao do receptor AT2 em

corte transversal do bulbo do tronco encefélico de animal de 16 semanas

84

XXi



Figura 31 — Imunoistoquimica para localizacdo do receptor AT1 em corte
transversal do bulbo do tronco encefdlico de animal de 16 semanas. Imagens
ampliadas da parte medial do nucleo do trato solitario, NTS-M. Grupo NP figura A,
Grupo LP figura B e grupo LPT figura C. As setas apontam para neurdnios do
NTS.

85

Figura 32 — Imunoistoquimica para localizacdo do receptor AT2 em corte
transversal do bulbo do tronco encefdlico de animal de 16 semanas. Imagens
ampliadas da parte medial do nucleo do trato solitario, NTS-M. Grupo NP figura A,
Grupo LP figura B e grupo LPT figura C. As setas apontam para neurdnios do
NTS.

86

Tabela 1 - Comparando as diferentes intensidades de marcacao dos receptores
AT1 e AT2 do grupo LP e LPT contra o grupo NP, encontrados no nucleo do trato

solitario de filhotes machos com 16 semanas de vida.

87

XXii



LISTA DE ANEXOS
Anexo | — Composicao da dieta normoproteica (NP).
132
Anexo |l — Composicao da dieta hipoproteica (LP).
133
Anexo |l — Composicao da dieta hipoproteica acrescida de taurina (LPT).
134

Anexo IV — Esquema utilizado para a realizagdo dos cortes histolégicos do tronco

encefalico para a realizagdo da imunoperoxidase para localizar o NTS.
135

Anexo V — Esquema utilizado para a realizagdo dos cortes histolégicos do tronco
encefalico para a realizacdo da imunoperoxidase para localizar a parte caudal do
NTS.

136

Anexo VI — Esquema utilizado para a realizagdo dos cortes histolégicos do tronco
encefalico para a realizacdo da imunoperoxidase para localizar a parte caudal do
NTS.

137

Anexo VII — Esquema utilizado para a realizacao dos cortes histolégicos do tronco
encefalico para a realizagdo da imunoperoxidase para localizar a parte rostral do
NTS.

138
Anexo VIII — Esquema do interior da camara de Neubauer.

139

xxiii



SUMARIO

1. INTRODUCAO

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS

3.2 MASSA CORPORAL TOTAL

3.3 PRESSAO ARTERIAL CAUDAL (PAC)

3.4 ESTUDO DA FUNGAO RENAL

3.5 DETERMINAGCAO DAS CONCENTRAGOES DE SODIO,
LITIO, POTASSIO E CREATININA PLASMATICA E URINARIAS
3.5.1 FORMULAS PARA CALCULO DO CLEARANCE E DE
FRACAO DE EXCRECAO

3.5.1.1 CLEARANCE DE CREATININA (CCR)

3.5.1.2 FRACAO DE EXCRECAO DE SODIO (FENA)
3.5.1.3 FRACAO DE EXCREGAO DE POTASSIO (FEK)
3.5.1.4 FRACAO DE EXCRECAO PROXIMAL DE

SODIO (FEPNa)

3.5.1.5 FRACAO DE EXCRECAO POS-PROXIMAL DE
SODIO (FEPPNa)

3.5.1.6 FRACAO DE EXCRECAO POS-PROXIMAL DE

SODIO (FEPPNA)

XXiv

27

45

47

48

49

49

51

52

53

53

53

54

54

54

55



3.6 FRACIONAMENTO ISOTROPICO
3.6.1 DETERMINAGAO DO NUMERO TOTAL DE NUCLEOS

3.6.1.1 CALCULO DA ESTIMATIVA DO NUMERO TOTAL
DE NUCLEOS

3.6.2 ESTIMATIVA DO NUMERO TOTAL DE NUCLEOS
DE NEURONIOS

3.6.2.1 CALCULO DA ESTIMATIVA DO NUMERO TOTAL
DE NEURONIOS

3.7 COLETA, IMUNOPRECIPITACAO E IMUNOBLOTING
3.8 IMUNOISTOQUIMICA

3.9 ANALISES ESTATISTICAS DOS RESULTADOS

4. RESULTADOS

4.1 ACASALAMENTO E LAVADO VAGINAL

4.2 COMPILACAO DOS DADOS REFERENTE AO GANHO
DE PESO DURANTE A GESTACAO

4.3 COMPILAGAO DOS DADOS REFERENTE MASSA CORPORAL
4.4 PRESSAO ARTERIAL CAUDAL (PAC)

4.5 FUNCAO RENAL

4.6 COMPILAGAO DOS DADOS REFERENTE AO

FRACIONAMENTO ISOTROPICO

XXV

55

56

57

57

58

59

61

62

63

63

63

64

67

69

73



4.7 FRACIONAMENTO ISOTROPICO

4.8 MASSA DO TRONCO ENCEFALICO

4.9 NUMERO DE NUCLEOS TOTAIS DO TRONCO ENCEFALICO
4.10 NUMERO DE NUCLEOS DE NEURONIOS DO TRONCO
ENCEFALICO

4.11 COMPILAGAO DOS DADOS REFERENTE AO WESTERN

BLOTTING E A IMUNOISTOQUIMICA
4.12 WESTERN BLOTTING

4.13 IMUNOISTOQUIMICA

5. DISCUSSAO

6. CONCLUSAO

7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

8. ANEXOS

XXVi

73

74

75

77

79

80

82

88

107

108

132



1. INTRODUGCAO

Nos ultimos anos, um conjunto crescente de evidéncias tem sustentado a
ideia de que disturbios ocorridos em periodos criticos do desenvolvimento in dtero
podem determinar alteracées permanentes na fisiologia e/ou morfologia de 6rgaos
e sistemas (ASHTON, 2000). Sustentados por estas evidencias, foi determinado o
conceito de “programacao fetal” e diversas investigacbes, tanto em humanos
quanto experimentais demonstram relacao direta com a vulnerabilidade em
desenvolver doencas na idade adulta (Lucas, A. 1992; LANGLEY-EVANS, 2001;
EERO KAJANTIE et al. 2005). A desnutricdo pré-natal € o modelo mais
extensamente estudado de programacao fetal e tem sido utilizado como uma das
chaves para entender a origem de doencgas relacionadas a hipertensao arterial e
outras desordens (LANGLEY-EVANS, 1998; EDWARDS et al. 2001). De acordo
com essa teoria, alteracdes no estado nutricional materno reduz a atividade da
11B-hidroxisteroide dehidrogenase tipo 2 placentaria (113-HSD-2), expondo o feto
a niveis aumentados de glicocorticoide materno refletindo no peso ao nascer da
prole (LANGLEY-EVANS, 1997), o que seria a base para o desenvolvimento da
elevagdo da pressdao sanguinea ja durante a infancia e/ou adolescéncia e ao
estado hipertensivo no adulto (BARKER et al. 1989; LAW et al. 1991; WILLIAMS
et al. 1992).

Varios modelos de subnutricdo gestacional foram desenvolvidos, nos quais
0 baixo peso da prole ao nascer estava associado a elevacao pressérica na idade
adulta (PERSSON e JANSSON, 1992; WOODALL et al. 1996; PRENTICE 1991;

GODFREY et al. 1996)., BARKER (1995a; 1995b; 1998).
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Barker foi o primeiro a evidenciar a associagao entre o peso ao nascer e 0
desenvolvimento de doengas cardiovasculares no adulto

As melhores evidéncias acerca das influéncias fetais na programagao de
doencgas cardiovasculares bem como de hipertensao arterial, surgiram a partir de
trabalhos que empregaram métodos de manipulacdo da dieta materna de ratos
durante a gestacédo, como meio de induzir restricdo proteica. Assim, variacbes no
conteudo de proteina da dieta foram planejadas para produzir restricao leve (12%
de caseina), moderada (9%) e severa (6%) (LANGLEY-EVANS, 1996). Esses
experimentos resultaram em alteracbes variaveis no peso dos recém-natos e no
tamanho das placentas. Os animais desenvolveram hipertensao arterial a partir da
quarta semana de vida a qual foi mantida até a idade adulta (LANGLEY-EVANS,
1994; 1995). Outros estudos determinaram que uma semana de restricao proteica
gestacional (6%) € suficiente para induzir alteragdes na pressdo arterial do
adulto(LANGLEY-EVANS et al. 1996b; SAHAJPAL e ASHTON, 2005).

Em ratos, existem evidéncias de que a funcao pds-natal do eixo hipocampo-
hipotdlamo-pituitaria-adrenal (HHPA) pode ser alterada por eventos pré-natais
(para revisao ver WELBERG E SECKL, 2001). Tais alterag6es podem ocasionar,
no adulto, exposicdo aumentada cronicamente a glicocorticoides (GC) ou
exacerbagao na resposta ao stress.

Embora o controle de excrecao de agua e eletrélitos no corpo seja realizado
pelos rins, eles ndo fazem isso sozinho. Tais excrecdes sdo reguladas por
descargas neurais e hormonais a partir do cérebro. Muitos investigadores tém
demonstrado que as funcdes de diferentes areas do SNC tais como hipotalamo

posterior (NOVAKOVA e STEVENSON, 1971), tronco encefélico (WISE e
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GANONG, 1960) e nucleos da parede anterior do terceiro ventriculo (DORN et al.
1970), modificam a excre¢ao renal de sodio e potassio (BOURQUE, 2008)

Diversas regides neurais estdo envolvidas na regulacdo do sistema
cardiovascular, particularmente na conversao de barorreflexos (HUANG e JOHNS
, 2000).

O sistema renina angiotensina (SRA) medeia o controle pressorico e, desde
1986 (BARKER E OSMOND), quando o conceito da origem desenvolvimentista da
saude e da doenca (DOHaD) durante a vida intrauterina (ou em periodos iniciais
do nascimento) foi estabelecido, o desenvolvimento do SRA tem atraido a atencao
dos pesquisadores. Diversos estudos sobre a participagdo deste sistema na
programacao fetal tem sido feitos (FITZSIMONS, 1998) e progressos recentes tem
demonstrado sua importancia, tanto no periodo fetal quanto no poés-natal, em
modelos de programacao fetal.

Os receptores AT1 sdo os principais mediadores das respostas a
angiotensina Il e sdo encontrados em maior densidade em neurénios localizados
nos nucleos supraotico e paraventricular, na lamina terminal e o 6rgéo vasculoso
da lamina terminal (OVLT) (GROB MAGALI et al., 2003), no nacleo parabraquial
lateral, no nucleo do trato solitario e na medula ventrolateral (WANG Et Al., 2008),
(Figura 1). Estas regides sdo conhecidas por seu papel na regulacdo do sistema

cardiovascular e/ou balango hidroeletrolitico corporal (BOURQUE, 2008).
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RVLM CVLM

TS

Figura 1. Diagrama da localizagdo da maioria dos receptores de AT1 em
cérebro de mamifero. Sao mostrados nas areas pontilhadas dentro do diagrama
em corte sagital de cérebro de rato. As areas marcadas com listras na vertical
indicam os 6rgaos circunventriculares, onde nao existe barreira hematocefélica

respondendo ao sistema renina-angiotensina periférico.

Abreviacoes: Arc, nlucleo arqueado; Ap, area postrema; BST, nicleo da estria
terminal; CVLM, medula ventro-lateral caudal; DMV, nucleo motor dorsal do vago;
LPB, nucleo para-braquial lateral; LO, nucleo do trato olfatério lateral; LS, septo
lateral; ME, eminéncia media; MnPO, nucleo pré 6ptico mediano; NTS, nucleo do
trato solitario; OB, bulbo olfatério; OVLT, 6rgao vasculoso da lamina terminal; Pe,
nucleo peri-ventricular; RVLM, medula ventro-lateral rostral; SC, coliculo superior;
SFO, o6rgao subfornical; SN, substancia negra - parte compacta; SON, nucleo
supra-optico; VLG, nucleo geniculado ventro-lateral. (Adaptado de McKINLEY et

al., 2003).

Alguns neurénios do érgao subfornical (SFO), do OVLT do nucleo pré-

optico, que apresentam RNAm para AT1, possuem conexdes polissinapticas com
30



orgaos periféricos como rins, via inervagdo simpética renal (McKINLEY, 2001,
KRAUSE et al., 2008; BOURQUE et al, 2007, SHI et al., 2005). Em ratos
anestesiado, a infusado intracerebroventricular (ICV) de Angll aumenta a atividade

neural simpatica renal (ANSR) (HUANG & LEENEN, 1996).

Contrariamente em ratos, coelhos ou cabras conscientes tal infusao
provoca grande e longa depressdo na ANSR (Dorward & Rudd, 1991; Kannan,
Nakamura, Jin, Hayashida, & Yamashita, 1991; May& McAllen, 1997a) Dorward

PK, Rudd CD.

Este efeito foi paralelamente independente da ativacao de barorreceptores
a qual resultou do aumento da pressao arterial causada pela Angio Il injetada

centralmente (Dorward & Rudd, 1991; May & McAllen, 1997a).

Provavelmente, receptores AT1 medeiam esta inibicdo da RSNA ja que a
destruicdo da lamina terminal abole a depressdo na ANSR causada pela infuséo
ICV de Angll em ratos conscientes (McALLEN, & MCKINLEY, 2000). A infusao
ICV de solucédo hipertonica de NaCl também inibiu a RSNA em cabras
conscientes, mas aumentou-a em ratos anestesiados. Estes dois efeitos foram
bloqueados por losartan, administrado centralmente (CHEN & TONEY, 2001; MAY
& MCALLEN, 1997b), sugerindo que a Angll Il enddégena neural pode influenciar a
ANSR. No adulto, a expressdao de AT2R ocorre predominantemente no /locus
cceruleus, partes ventral e dorsal do septo lateral, no coliculo superior, nucleo
subtaldmico, em muitos nucleos do tdlamo e nucleos olivares inferiores. No cortex

cingulado, no cortex e na camada molecular do cerebelo, no coliculo superior e
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nucleos paraventriculares sdo encontrados tanto receptores AT1 como AT2
(MILLAN et al, 1991;. TSUTSUMI E SAAVEDRA, 1991; LENKEIETAL, 1996.,.

1997).

SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ALDOSTERONA

A atividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) caracteriza-
se por estar associada a uma cascata de eventos envolvidos no controle da
pressao arterial e do equilibrio hidroeletrolitico. A disfuncao do SRAA desempenha
papel importante na patogénese de doencas renais, cardiovasculares e na
hipertensao arterial (GIESTA et al. 2010).

Os principais elementos da cascata englobam o angiotensinogénio, a
renina, a angiotensina | (Angl), a enzima conversora de angiotensina (ECA) e a
angiotensina Il (Angll).

De acordo com a literatura, quando a pressao e/ou o fluxo sanguineos
estao reduzidos na arteriola aferente glomerular, um grupo de células especificas
do aparelho justaglomerular secreta renina na corrente sanguinea. Essa enzima
cliva o decapeptideo angiotensinogénio que dara origem a angiotensina . Quando
a angiotensina | passa pelos capilares dos pulmdes, e de outros érgdos, uma
enzima conversora da angiotensina (ECA) remove dois aminodacidos, formando
um octapeptidio denominado angiotensina Il., Condi¢cdes de privacdo de sal,
volume sanguineo baixo e hipotensao arterial provocam o aumento da produgao

de angiotensina Il no sangue (FOX, 2007).
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A angiotensina Il é uma potente reguladora da pressado arterial e da
homeostasia provocando: 1) vasoconstriccdo, 2) liberagdo do horménio
vasopressina (AVP) pela neurohipéfise levando ao aumento da reabsorcdo de
agua pelos coletores renais e, 3) liberacdo de aldosterona pelo cortex da
suprarrenal aumentando a reabsorcao de sodio e agua pelo nefron pos-proximal.
(CONTRA et al. 2008; SANTOS e SAMPAIO, 2002; Ribeiro e Floréncio, 2000). A
Angll é um octapéptideo [Ang(1-8)] biologicamente ativo podendo ser formada no
pulmao e localmente em varios tecidos (rins, coracao, cérebro, adrenais e vasos)
e sua meia-vida é curta (aproximadamente 2 minutos). Recentemente foi
demonstrada a existéncia de um heptapeptideo [Ang(1-7)], formado a partir da
Angl pela clivagem da porcao C-terminal da Angll, por acéo de carboxipeptidases,
enzima como alta homologia estrutural com a ECA, designada ECA2. Ao contrario
da ECA, esta enzima leva a formagdo de Ang[1-7], cujo efeitos &
predominantemente vasodilatador, agindo via aumento da sensibilidade de
barorreceptores e vasodilatagdo periférica (CASTRO et al. 2005; LAGRANHA et

al. 2007; GIESTA et al. 2010) (Figura 2).
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Figura 2 - Sistema-renina-angiotensina-aldosterona. AT1R: receptor tipo 1
de angiotensina; AT2R: receptor tipo 2 de angiotensina; AT3R: receptor tipo 3 de
angiotensina; AT4R: receptor tipo 4 de angiotensina; AP: aminopeptidases; CP:
carboxipeptidases; ECA: enzima conversora de angiotensina; Mas-R: receptor
Mas; NaCl: Cloreto de sodio; S.N.S: sistema nervoso simpatico; Subst.P:

substancia P. FONTE: Acta Médica Portuguesa, 2010.

Dentre outros, os efeitos vasoconstritores da Ang |l devem-se a sua ligacao
aos receptores tipo 1, porém, ja foram identificados outros quatro tipos diferentes
de receptores de angiotensina. Os receptores tipo 1 (AT1R) medeiam a maioria
dos efeitos atribuidos a Ang Il. A ligacdo da Ang Il a estes receptores, amplamente
distribuidos pelo organismo, resulta em vasoconstricdo, inflamagéo, aumento do
estresse oxidativo, e estimulacdo da atividade do sistema nervoso simpético
(SNS). Nos rins a ligagdo da Ang Il aos AT1R, promove diretamente aumento da
reabsorcdo de so6dio no tubo proximal; inibicdo da libertacdo da renina;
vasoconstriccao arteriolar renal, preferencialmente da arteriola eferente (com
consequente aumento da taxa de filtracdo glomerular e reducdo do fluxo
sanguineo renal). Indiretamente, via liberagdo de AVP na neuro-hipofise,e de
aldosterona pela zona glomerulosa da adrenal, provova aumento da reabsorgéao
de agua no coletor e de sodio no nefron pds-proximal, respectivamente.

A expressao do receptor de angiotensina tipo 2 (AT2R), é maior no periodo
fetal diminuindo no periodo pés-natal sendo encontrados em maior quantidade nas
artérias aorta e coronaria. Seus efeitos fisiologicos sdo antagdnicos aos do

receptor AT1 e incluem diversas ag¢bes tais como: vasodilatagcdo através da
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liberagcdo de O6xido nitrico e bradicinina (HANNAN et al. 2003), diminuicdo da
sintese, secrecao e liberagcao de renina (Siragy HM e Carey RM, 1997), inibicdo da
proliferacéo celular, apoptose da musculatura vascular lisa (HIRIUCHI et al. 1999),
apoptose de cardiomiocitos (Daviet et al. 1998), bloqueio das acdes dos radicais
livres (SCHULMAN IH E RAIJ L. 2008).

De acordo com Giesta (2010), a funcao dos receptores tipo 3 (AT3R) nao
esta bem esclarecida, mas os receptores tipo 4 (AT4R) induzem a libertacao do
inibidor 1 de ativador de plasminogénio (IAP-1) através da ligacao da Ang Il e seus
peptideos N-terminais (Ang lll e IV), e estdo relacionados aos mecanismos de
ansiedade e memoria.

McKinley et al. 2003 demonstraram que Ang |, Ang Il, Ang Il e Ang [1-7]
estdo presentes no tecido cerebral, embora os dois ultimos tenham sido
encontrados em concentracées muito baixas. Lind et al. 1948 e Oldfield et al.
1994, identificaram a presenca de Angll e Anglll em regides especificas do
cérebro de ratos, principalmente em fibras e nervos terminais (CHAPPELL et al.

1987, 1989).

Assim, sabendo-se que os AT1R sdo os principais mediadores das
respostas a Angll e que o nucleo do trato solitdrio (NTS) apresenta grande
concentracado destes receptores, a programacgao fetal do SRA nesta estrutura
neural, poderia estar envolvida nos disturbios cardiovasculares e pressoricos na

idade adulta.
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NUCLEO DO TRATO SOLITARIO

O nucleo do trato solitario esta localizado na &rea bulbar do tronco cerebral
(figura 3). Tomando como referéncia o vértice da cabega situa-se na parte rostral
entre as coordenadas -11,28mm e - 15.96mm posterior ao bregma (PAXINOS E
WATSON, 2005). A coluna somatossensorial dos nervos trigémeo e
glossofaringeo esta adjacente ao NTS; dorsalmente ao NTS encontram-se os
nervos vestibulares lateral e medial, e ventralmente a ele, esta o ndcleo reticular
parvocelular. Em ratos, o NTS é considerado como uma estacao de integracao de
uma vasta e complexa gama de informacdes. Para fins de pesquisa ele foi dividido
em trés partes: 1) a parte mais rostral (NTS-R), majoritariamente recebe
informagdes aferentes viscerais dos receptores gustatérios da lingua e da epiglote
via nervos facial, glossofaringeo e vago; 2) a parte medial (NTS-M), também
chamada de intermediaria; 3) a parte caudal (NTS-C), também denominada
comissural. Tanto NTS-M quanto o NTS-C recebem informacées dos nervos
glossofaringeo (IX), vago (X) e trigémeo (V) os quais sdo responsaveis pelas
informagdes  viscerais  gerais, incluindo informagbes oriundas dos
quimiorreceptores (IX), barorreceptores (X) receptores de distensédo pulmonar (X)
receptores intestinais (X), e mecanoreceptores (V) (BECKSTEAD E NORGREN
1979; HAMILTON e NORGREN, 1984; WHITEHEAD, 1986; CHAN e

SAWCHENKO, 1998; ZHANG e ASHWELL, 2001).
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Figura 3 — A) Desenho esquemédtico das vias aferentes e eferentes do
nucleo do trato solitario de rato. VII, nervo facial; IX, nervo glossofaringeo; X,
nervo vago; NTS, ndcleo do trato solitario; RF, formagao reticular; PBN, ndcleo
parabraquial; UZ, zona incerta. LH, hipotalamo lateral; Am, amigdala; PMV nudcleo
talamico ventral posteromedial; CG, cétex gustatédrio insular. B) Representacao
esquematica da superficie dorsal do bulbo do tronco encefalico indicando as
diferentes partes do nacleo do trato solitario. NTS-R, NTS-M e NTS-C;
respectivamente representam a parte rostral, medial (intermediaria) e caudal

(comissural) do nucleo do trato solitario. (Adaptado de Rubio-Navarro et al. 2011).

O NTS é a grande central inicial de processamento das informacdes que
chegam ao cérebro sobre a pressao arterial, a frequéncia cardiaca, o enchimento
venoso, a atividade cardiaca, o estado da arvore pulmonar, e composi¢gao quimica
do sangue. A partir dele, a informacao devidamente processada e analisada ira

circular pelo encéfalo, em particular nas areas ventrais do bulbo e no hipotalamo
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(LOPES et al, 2001). As areas ventrais do bulbo espinal sdo divididas em trés. A
area rostro ventrolateral (RVLM) (GUERTZENSTEIN, 1973; GUERTZENSTEIN e
SILVER 1974), embora nao seja a Unica € a mais importante origem do tonus
simpatico. A area caudoventrolateral (FELDBERG e GUERTZENSTEIN, 1976;
GUERTZENSTEIN E LOPES, 1984), localiza-se abaixo da precedente, e esta
envolvida em todos os reflexos cardiovasculares, exercendo um controle ténico e
fasico sobre a RVLM. A terceira area é conhecida como area pressora caudal

(FELDEBERG e GUERTZENSTEIN, 1986).

Varios estudos demostram a extrema importancia do NTS no controle
cardiovascular. A lesdo eletrolitica unilateral do NTS intermediario de gatos abole
as respostas reflexas da pressao arterial e da frequéncia cardiaca produzidas pela
estimulacdo elétrica do nervo do seio carotideo ou, em resposta a ativagcao
quimica do corpo carotideo, ipisilateral a lesdo, sugerindo auséncia de segregacao
topogréfica de baro e quimiorreflexo no NTS de gatos (MIURA e REIS, 1974).
Fato interessante é que, enquanto a simples denervacao sinoadrtica € incapaz de
promover hipertensdo crénica, a destruicdo do NTS desencadeia hipertensao
(Campos Jr et al. 2001) Portanto o NTS é o ponto primario das aferéncias
cardiovasculares e respiratorias, integrando sinais no ajuste da eferéncia

simpatica e parassimpatica.

Assim explorar as possiveis alteracées morfoldgicas do tronco encefalico
bem como, a expressao dos receptores de angiotensina Il AT1R e AT2R no NTS

de animais LP, pode trazer importantes informac¢des sobre como 0s mecanismos
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envolvidos na programacao fetal que leva ao desenvolvimento da hipertenséo

arterial nestes animais.

IMPORTANCIA DO AMINOACIDO TAURINA NA VIDA PRE E POS-NATAL

A desnutricdo e a restricdo proteica gestacional levam a reducado na
disponibilidade de diversos aminoacidos para o embrido e/ou feto. Dentre estes
distaca-se a taurina como importante mediador do crescimento da manutencéo da
homeostase e da presséao arterial. A taurina (acido 2 — aminoetanosulfénico) € um
aminodacido sulfurado livre encontrado em concentragdes elevadas no plasma, na
retina, nos midcitos cardiacos e esqueléticos, nos leucocitos e muito abundante no
SNC de mamiferos (PARCELL,2002). A concentragdo de taurina nesses 6rgaos €
maior durante o periodo perinatal, e diminui modestamente com o avanc¢o da
idade (STURMAN,1993). Isso porque este aminoacido é essencial para recém-
nascidos, sendo fornecido através do leite materno, ja que desempenha funcdes
importantes durante o desenvolvimento fetal, e a sua deficiéncia durante a
gestacao, esta associada ao retardo no crescimento fetal, degeneragao da retina,
e disfungdo no sistema nervoso central (STURMAN,1993; LOURENCO et

al.,2002; FOSS, et al., 2002).

A taurina é liberada em grandes quantidades no cérebro em condi¢des
hiposmotica, privacdo de energia e por despolarizagdo celular (DELEUZE et

al.,1998; BOCKELMANN et al.,1998; COLIVICCHI et al.,1998).
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Em situagbes de estresse metabdlico como sepse, traumas e cirurgias, sua
concentracdo no plasma pode diminuir (BIRDSALL,1998; CHIARLA et.al.,2000;

SCHULLER-LEVIS et al., 2003).

A sintese de taurina ocorre no figado a partir dos aminoacidos metionina e
cisteina, recentes estudos indicam que a taurina pode ser sintetizada em outros
orgao tais como cérebro, rim e tecido adiposo (TAPPAZ et al., 1999; PARK et al.,
2002; LI et al., 2006; TSUBOYAMA-KASAOKA et al. 2006).

Varias fungbes biolégicas tem sido atribuidas a taurina, tais como a
conjugacao dos 4&cidos biliares, manutencdo da homeostase do célcio (LIU,
et.al.,2000), osmorregulagdo (SCHAFFER et al., 2000), na regulacado do sistema
cardiovascular e da pressdao arteria( TRACHTMAN,1988; XU et al, 2008),
estabilizagcdo das biomembranas reproducdo e imunidade (SCHULLER-LEVIS et
al. ,2003), atividade antioxidante (NANDHINI et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2010).
Além disso é um neuromodulador do sistema nervoso central (HUXTABLE,1992),

e esta envolvido no desenvolvimento e na fungéo da retina (HEIRD, 2004).

Sugere-se que a maioria dos efeitos atribuidos a taurina séo reflexo do seu
papel modulador na estrutura e fungcao das biomembranas. A taurina, intracelular,
em virtude da sua natureza quimica, interage eletrostaticamente com grupos
polares dos fosfolipidos, com possiveis efeitos sobre a permeabilidade e fluidez
das membranas celulares (HUXTABLE, 1992; MCCARTY, 1996; HANSON, 2001).
Isto, por sua vez, influencia tanto a estrutura quanto as fungdes das membranas
bem como das proteinas associadas a ela (por exemplo, receptores, proteinas de

transporte, canais de ions, proteinas G e enzimas efetoras) podendo torna-las
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suceptiveis via modulacao das ligagées covalente (HUXTABLE, 1992; MCCARTY,

1996; HANSON, 2001).

Tem sido sugerido que devido as suas funcbes de antioxidante e
estabilizadora de membranas celulares a taurina atua na prevencado de lesdes
teciduais como hemorragia periventricular, retinopatia da prematuridade, doenca
pulmonar crénica, ou enterocolite necrotizante em prematuros (THIBEAULT,

2000).

Experimentos clinicos tém demonstrado que a taurina atua ainda como
reguladora da homeostase de Ca* e inativadora radicais livies (TANG et al.,

2000; OLIVEIRA et al. 2010).

OJA e SARANSAARI, (2000), demosntraram que a taurina atua como um
neurotransmissor inibitério sendo liberada na fenda sinaptica ap6s a
hiperestimulacao de receptores glutaminérgicos, diminuindo os efeitos excitatérios
do glutamato, oferecendo protecdo contra excitotoxicidade e prevenindo danos
neurais. Assim, a taurina, como o acido gama-aminobutirico (GABA), sao
aminoacidos inibitérios (IAAs), que estdo presentes em varias partes do sistema

nervoso central de vertebrados (DEMEDIUK, et al., 1989).

A taurina pode ser encontrada em neurfnios e células da neuroglia
apresentando propriedades neuroinibitérias como um agonista parcial da GABAa e
de receptores da glicina (HAAS E HOSLI 1973; HORIKOSHI et al, 1988;.. HUSSY
et al 1997, 2001; JUNYENT et al., 2009). A exposicéao prolongada a concentragdes

milimolares, no entanto, produz aumento na funcdo sinaptica que nao é
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estritamente dependente das acbes de taurina em receptores ionotrépicos
inibitérios (GALARRETA et al 1996; DEL OLMO et al 2000; CHEPKOVA et al

2002;. SERGEEVA et al. 2003).

ABEBE et al (2011) sumarizaram recentemente os efeitos da taurina, em

ratos hipertensos e normotensos, como um agente hipotensor (Figura — 4).

Taurina
Barorreflexo Atividade
simpatica
Efeitos renais Efeitos Vasodilatagéo
SNC

v v

l Pressao arterial

Figura 4 - Sitios de agao da taurina como um agente hipotensor (ABEBE

et.al., 2011).

Em ratos adultos espontaneamente hipertensos (SHR) a suplementacao
com taurina, durante o periodo perinatal ou no inicio da vida, impede a hipertenséao

devido em parte, as suas propriedades antioxidantes (RACASAN et.al, 2004).
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Tem sido demostrado que a deplegcao perinatal de taurina induz baixo peso ao
nascer e danos a multiplos 6rgdos. Embora a baixa concentragdo tecidual e
plasmatica observada possa estar associada a estes danos 0s mecanismos
subjacentes a sua reducdo ainda nao foram esclarecidos (HUXTABLE, 1992;
STURMAN, 1993) Boujendar et al., 2003 acrescentaram 2,5¢/l de taurina na agua
de ratas submetidas a restricdo proteica gestacional e observaram que a

densidade vascular do pancreas da prole foi completamente restaurada.

A taurina esta também associada ao crescimento pds-natal embora nao
sejam conhecidos 0s mecanismos pelos quais a suplementacdo com este
aminoacido, no final da gestacdo, acentue o crescimento. A taurina atua
primariamente no eixo GH/IGF-1 que é um determinante endécrino para o
crescimento longitudinal pos-natal. Tanto em ratos (IKUYAMA et al. 1988) quanto
no ser humano (MANTOVANI e DeVIVO, 1979),tem sido demostradon que a
taurina estimula a secrecao de GH. A reducao na concentragdo de taurina no leite
diminuiu a taxa de crescimento de ratos paralelamente ao decréscimo dos niveis

séricos de IGF-I (Hu et al. 2000).

AERTS e VAN ASSCHE, (2002), observaram que a disfuncdo renal
decorrente de, diabetes mellitus, hipertensdo, obesidade ou mesmo do
envelhecimento é inversamente correlacionada a concentracdo de taurina no

corpo.

Outros estudos tém mostrado que o tratamento oral com taurina modula

diretamente a atividade local do RAS em cérebros de SHR (OKAMOTO et
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al.,1996). A ingestdo de taurina (3% em agua) inibe o desenvolvimento de
hipertenséo induzida pela injegcdo de renina ou angiotensina Il na area de pré-
optica de SHR. Em geral, estes resultados fornecem evidéncias que a taurina
produz efeitos benéficos anti-hipertensivos em SHR, SHRSP (uma variacdo do
SHR) e em ratos WKY. Tal efeito sugere a capacidade da taurina em prevenir

diversas doengas cardiovasculares e manter a homeostase (ABEBE et al.,2011).

Tem sido também observado que a suplementacéo dietética de taurine na
alimentacao atenua a apoptose e necrose de hepatécito a diferentes fatores

agressores e inibe a producao de éxido nitrico em células de glioma.

Levando-se em consideracdo os achados acima descritos, o presente
estudo teve como proposito inicial determinar se a restricao proteica gestacional
altera a citometria e a expressao de AT1R e AT2R na prole de ratos machos; os
dados obtidos com tal estudo foi comparado aqueles observados em controles
adequados pareados pela idade e cujas mé&es ingeriram uma concentragao
normal de proteina. Por outro lado, uma vez que estudos tém demonstrado que
0s niveis de taurina (acido 2 — aminoetanossulfénico) esta marcadamente
reduzida no plasma de fetos cujas maes ingerem pouca proteina durante toda a
prenhez e, que a suplementagdo de taurine restaura as concentragcdes
plasmaticas fetais deste aminoacidos sera também objeto do presente estudo
determinar se a suplementacédo de taurina a ratas ingerindo dieta hipoprotéica
poderia prevenir contra possiveis alteragbes funcionais cardiovasculares ou
renais que culminariam com o desenvolvimento de hipertenséo arterial na prole

destes animais. No6s também testaremos a hipétese que a restricao proteica
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gestacional elevando a pressao arterial, pode decorrer pelo menos em parte, de

modificacdes estruturais e funcionais do trato do ndcleo solitario.

2 - JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Tendo em vista a fundamentagcdo apresentada acima o desenvolvimento do

presente projeto se JUSTIFICA pela:

1. Elevada prevaléncia e morbidade da hipertensao arterial sistémica em
populagdes humanas;

2. Existéncia de modelos fisiopatolégicos especificos que atendem ao
estudo e a compreensao etiopatoldgica de doengas humanas, tais como
a hipertenséao arterial e doengas metabdlicas;

3. Repercussdo pré-natal de eventos que influenciam diretamente a
manifestacao futura de doencas metabdlicas e cardiovasculares;

4. Prevalente desnutricdo materno-infantil, com evidentes repercussoes
sobre a saude de populagbes e, a merecida preocupacao para o
desenvolvimento de politicas de saude publica que minimizem os efeitos
desta em paises desenvolvidos e em desenvolvimento;

5. Conhecida repercussdo fetal da desnutricdo materno-infantii em
periodos criticos do desenvolvimento ontogénico, vinculada a
manifestacdo programada de alteragbes no desenvolvimento

morfoldgico e funcional de 6rgéos e sistemas;
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6. Evidéncias que tais alteragdes estdo relacionadas a modificagbes
definitivas da modulagdo do sistema nervoso central. Tais evidéncias
tém estimulado o desenvolvimento de projetos que buscam elucidar os
mecanismos bioldgicos e moleculares envolvidos na génese destas

alteracbes descritas acima.

Assim, sdo OBJETIVOS do presente projeto estudar a repercussao do
tratamento de ratas prenhas com dieta hipoproteica e hipoproteica

suplementada com 2,5% de taurina, comparativamente ao grupo controle:

1. na pressao arterial e fungéo renal da prole adulta;

2. na expressao dos receptores de angiotensina AT1 e AT2 no NTS na

prole com 12 dias e 16 semanas de vida;

3. no numero de células (totais e neurbnios) em areas especificas do tonco

encefalico na prole com 12 dias e 16 semanas de vida.
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3 MATERIAIS E METODOS

FLUXOGRAMA EXPERIMENTAL
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Figura 5 - Resumo do delineamento experimental
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3.1 ANIMAIS

Os estudos foram realizados em proles de ratas Wistar-Hannover,
fornecidas pelo Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas,
Campinas, SP. Todos procedimentos experimentais com o0s animais foram
realizados em consonancia com 0s principios éticos na experimentacdo animal,
sendo a pesquisa submetida e aprovada pelo Comité de Etica na Experimentagao
Animal CEEA/UNICAMP, protocolo no 2575-1. Durante todo experimento os
animais foram mantidos em sala com temperatura (25°. C) e umidade controladas,
com ciclo de luz de 12h claro/12h escuro. Apés o desmame com 3 semanas de
vida, as fémeas passaram a ser alimentadas com dieta padrdo para roedores
isocaléricas e normossddicas (Nuvital, Curitiba, PR, Brasil com contetido de Na*:
135 + 3 uEqg/g; e K*: 293 + 5 uEqg/g). Ao atingirem 12 semanas de vida, estas
foram acasaladas em sistema de harem, por 12 horas, em ambiente escuro e
depois separadas. A presenca de espermatozoides no lavado vaginal foi utilizada
como indicativo de prenhez. Ap6s constatacao da prenhez, as fémeas passaram a
ser alimentadas com dieta padrdo para roedores isocaléricas e normossédicas
(com conteudo normal de proteina (NP), 17% de proteina), baixo conteddo
proteico (LP) (6% de proteina) ou baixo contetdo proteico adicionada com taurina
a 2.5% (LPT). Os diferentes tipos de ragdo definidos acima foram oferecidos as
femeas ad libitum durante toda prenhez. As dietas foram confeccionadas no
laboratério de Péancreas Endocrino e Metabolismo (Prof. Dr. Antdnio Carlos

Bosqueiro) do Departamento de Fisiologia e Biofisica da Unicamp.
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Grupos Experimentais

a) Grupo controle de acasalamento: 6 ratas Wistar-Hannover receberam

durante o periodo gestacional a dieta normoprotéica 17% (NP) de proteinas (vide

anexo |).

b) Grupo experimental | de acasalamento: 7ratas Wistar receberam durante

0 periodo gestacional a dieta hipoproteica 6% (LP) (vide anexo II).

c) Grupo experimental Il de acasalamento: 7 ratas Wistar receberam

durante o periodo gestacional a dieta hipoproteica 6% (LPT) de proteinas

suplementada com 2,5% de taurina (vide anexo ).

3.2 MASSA CORPORAL TOTAL

Todos os animais (maes e prole de machos) foram pesados para
acompanhamento da evolugdo da massa corporal ao longo do experimento. Para
a afericdo da massa corporal das maes, o procedimento de pesagem foi realizado
durante todo o periodo gestacional. Com relacdo a prole de machos a massa
corporal total foi aferida no dia do nascimento e semanalmente, a partir da 52.

semana até a 162 semana de vida.

3.3 PRESSAO ARTERIAL CAUDAL (PAC)
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Dezoito ratos machos (prole): grupos controle (NP, n=6), grupo
experimental | (LP, n=6) e grupo experimental Il (LPT, n=6), passaram pelo
procedimento de afericdo da pressao sistdlica utilizando a técnica de
pletismografia de cauda a partir da 6 semana de vida. A plestimografia de cauda
consiste de técnica baseada originalmente descrita por BYRON e WILSON (1938)
e por WILLIAMS et al. (1939). Antes do procedimento em si, os ratos foram
colocados em uma caixa pré-aquecida (=32<C) e deixados por 10 minutos (figura
6). Apos o aquecimento, os ratos foram colocados dentro de um suporte fixo de
acrilico (contentor) para a imobilizacdo (figura 7). Uma bainha inflavel com

transdutor foi colocada e posicionada na porgcéao proximal da cauda.

Figura 7 - Aparelho de plestimografia, notar animal posicionado na camara
para afericdo da pressao arterial.
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A pressdo na bainha pneumatica, a qual € conectada um manémetro de
mercurio, foi elevada a 250mmHg para que a pressao sistolica até que houvesse a
interrupcao total do fluxo sanguineo arterial. Em seguida a presséo era lentamente
liberada e a pressao arterial aferida através de coluna de mercurio e graficamente
pelo software do aparelho Automatic Cuff Inflation Pump, ITC Life Science Inc®.
Os cuidados na afericdo da pressao arterial seguiram os preceitos definidos por
LOVEMBERG, 1987. Para cada rato, a pressao arterial foi aferida em triplicata e,
entdo se fez necessario a andlise estatistica pela andlise de variancia. A diferenca

entre os grupos foi considerada significativa quando p < 0.05.

3.4 ESTUDO DA FUNCAO RENAL:

Para avaliacdo da fungao renal foi utilizado o método de clearances de
creatinina e de litio em animais acordados, na 82 e 162 semana de vida, sempre no

dia apos a verificagao da pressao arterial.

Quinze horas antes do inicio da coleta de urina, os animais receberam uma
dose de cloreto litio (Synth) por gavagem (introducdo de uma sonda gastrica
através da cavidade oral), na concentra¢cdo de 0.06mEq/100g do peso corporal. A
racao foi retirada overnight e os animais permaneceram em jejum solido com livre
acesso a agua. Com uma hora e vinte minutos antes do inicio da coleta, foi
administrada por gavagem uma sobrecarga hidrica no volume de 5% peso
corporal que foi repetida vinte minutos antes do inicio das coletas de urina. Apos

as gavagens o0s animais, foram entdo colocados em gaiolas metabdlicas
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individuais. Passado o intervalo de 20 minutos, deu-se inicio a coleta de urina em
tubos graduados de vidro durante 2 horas exatas, divididos em duas coletas de 1
hora cada. Os volumes foram anotados e a urina homogeneizada, centrifugada, foi
congelado a -20°.C, para posteriores dosagens. Apds anestesia com 75mg/kg de
ketamina e 10mg/kg de xilasina os animais foram submetidos a coleta de sangue
através de vasos da cauda. Foram coletados sangue em tubos heparinizados
(0,02 mL). As amostras de sangue, ja identificadas, foram centrifugadas (5000

RPM) e os sobrenadante congelado -20°.C para posterior dosagem.

Os parametros funcionais do rim avaliados foram: volume urinario,
clearance de creatinina, fracdo de excre¢ao de sodio, fracdo de excregao proximal

e pbés-proximal de sédio e fracao de excrecao de potassio.

3.5 DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DE SODIO, LITIO,
POTASSIO E CREATININA PLASMATICA E URINARIAS

As concentragdes plasmaticas de sédio, litio e potassio foram determinadas
por fotometria de chama (Micronal, B262, Sao Paulo, Brasil). A creatinina
plasmatica e urinaria foi determinada pelo método colorimético utilizando-se um
espectofotdbmetro Micronal (Modelo 383, Sao Paulo). Os metais alcalinos quando
elevado a um temperatura alta, absorvem energia da fonte de calor e passam ao
estado de excitagdo em sua forma atdmica. Quando estes atomos resfriam, voltam
ao estado normal ndo excitado e re-emitem sua energia absorvida por radiagéo

com comprimentos de onda especificos, alguns dos quais na regido visivel de luz
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(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 ser
isolada por um filtro Optico. A emissdo é proporcional ao numero de atomos

excitados e, portanto, a concentragao do ion na amostra.

3.5.1 FORMULAS PARA CALCULO DO CLEARANCE DE Li E

CREATININA E DE FRACAO DE EXCREGCAO Na.

3.5.1.1 Clearance de Creatinina (Cg)

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

pl/min/100g peso corporal.

3.5.1.2 Clearance de Litio (CLi)

Para o calculo do clerance de litio foi utilizado a formula:

CLi = ULi x V (min)/PLi
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3.5.1.3 Fracao de Excrecdo de Sddio (FENa)

Representa a fracdo de carga filtrada de sédio excretada pela urina num
deterimnado periodo de tempo, calculada pela formula (Cna/Ccr X 100), sendo Cna
o clearance de sodio e o Cgr, 0 clearance de creatinina. Os resultados foram

expressos em porcentagem (%).

3.5.1.4 Fracdo de Excrecéo de Potassio (FEx)

Representa a fracdo de carga filtrada de postassio excretada pela urina
num determinado periodo de tempo, calculada pela férmula (Cy/Ccr x 100), sendo
Ck o clerance de potassio e o Cg;, 0 clearance de creatinina. Os resultados foram

expresso em porcentagem (%).

3.5.1.5 Fracao de excrecao proximal de sodio (FEPNa)

Representa a fracao de carga filtrada de sédio excretada ao longo do tubulo
proximal do nefro, calculada pela formula (CLi/CCr x 100), sendo CLi o clearance
de litio e o CCr, o clearance de creatinina. Os resultados foram expressos em

porcentagem (%).
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3.5.1.6 Fracao de excrecdo pos-proximal de sdédio (FEPPNa):

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

em porcentagem (%).

3.6 FRACIONAMENTO ISOTROPICO

Para estimar o numero de todas as células do tronco encefélico, bem como,
especificamente o numero de células de neurbnios foi empregada a técnica
denominada fracionamento isotropica (HERCULANO-HOUZEL S e LENT R

2005).

Cinco filhotes machos de cada grupo com idades de 12 dias e 16 semanas
de vida foram perfundidos com paraformaldeido 4% em tampao fosfato 0,1M,
pH 7.4. Os troncos encefalicos destes animais foram retirados, pesados e
submetidos ao fracionamento em um vidro homogeinizador com 3mL de
solucdo de dissociagcao (40mM de citrato de sodio e 1% de Triton X-100).
Assim que o tecido apresentou-se perfeitamente homogeneizado na solugéao
de dissociacao foi transferida com auxilio de pipeta Pasteur para tubos de

centrifugacao graduados e o volume final (vf) foi precisamente ajustado com
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PBS 0,1M para 10ml para os troncos encefdlicos de animais de 12 dias e para

25mL para os animais de 16 semanas de vida.

3.6.1 ESTIMATIVA DO NUMERO TOTAL DE CELULAS DO TRONCO

ENCEFALICO

Para estimar o nimero total de células (ntc) primeiramente homogeneizou-
se manualmente a solugcdo 20 vezes por tombamento, imediatamente uma
aliquota de 1mL foi retirada e centrifugada por 5’ a 6000rpm o sobrenadante foi
descartado e o pellet foi suspendido para TmL com PBS contendo 1% de 4’,6-
diamidino-2-phenylindole dihydrochloride (DAPI). A aliquota novamente foi
homogeneizada e 10ul desta foi coletada e lancada em uma cémara de

Neubauer (vide anexo lll), aguardou-se 5’ para dar inicio a contagem.

A contagem dos nucleos (representando as células individuais) marcados
com DAPI foi realizada para aqueles nacleos que encontravam-se dentro de 16
quadrantes de um total de 25 que a cdmara apresenta em seu quadrado
central (vide figura 9), cada um destes 16 quadrantes comporta um volume de
4nL, esta contagem foi realizada quatro vezes para cada amostra, ou seja,
primeiramente contou-se o numero de nucleos (nnc) em um volume conhecido

de 256nL (4nL x 16 quadrantes x 4 contagem) .
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3.6.1.1 CALCULO DA ESTIMATIVA DO NUMERO TOTAL DE NUCLEOS

O numero total de nucleos é dado pela equacgao:

ntc = (ncc x 1000000) / 256 x vf

onde:

ntn = nimero total de ndcleos,

ncc = nUmero de nucleos contados,

vf = volume final.

3.6.2 ESTIMATIVA DO NUMERO TOTAL DE NUCLEOS DE

NEURONIOS

Para estimar o numero total de neurbnios (ntneu) homogeneizou-se
manualmente 20 vezes a solugdo por tombamento, imediatamente uma aliquota
de 1mL foi retirada e centrifugada por 5 a 6000rpm o sobrenadante foi descartado
e o pellet foi suspendido para 1mL com PBS. Esta lavagem (processo de

centrifugacao e re-suspencao do pellet) foi realizada 3x.

Findo a ultima lavagem o pellet foi suspendido e encubado a temperatura
ambiente por 24h com anti-NeuN mouse IgG (1:200 em PBS; Chemicon,
Temecula, CA). No dia seguinte a aliquota foi lavada 3x e os nulcleos foram

encubados com anticorpo secundario, Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse IgG 3
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(y3) (1:200 em 40% PBS, 10 NGS (Normal Goat Sorum) e 50% DAPI) por 2h,
novamente 0s nucleos foram lavados e suspendidos em 200ul de PBS para

contagem dos nucleos de neurdnios em microscopio de fluorescéncia.

Ap6s homogeneizacdo mecanica uma aliquota de 10ul foi langada na camara
de Neubauer aguardou-se por 5 e entdo fez-se a leitura, contando-se
primeiramente os nucleos marcados com DAPI, pois este reagente marca todos os
nucleos indiscriminadamente (endotélio, células da glia, neurbénios), em seguida
trocou-se o filtro azul do microscopio pelo filtro verde e realizou-se a contagem dos
nucleos marcados com Alexa 488 que marca apenas nucleos de neurbnios. A
contagem do nucleo de neurbnio s6 foi considerada valida para aquelas
marcacgdes (DAPI e Alexa 488) que se sobrepunham. Foi contado um minimo de
500 nucleos marcados com DAPI para determinar o numero estimado de numero
de nucleos de neurdnios (nenu), assim estimou-se que: em 500 nacleos marcados

com DAPI ha “n” nlcleos marcados com Alexa 488.

3.6.2.1 CALCULO DA ESTIMATIVA DO NUMERO TOTAL DE

NEURONIOS

O numero total de nucleos de neurénios é dado pela equagéo:

ntneu = (ntc * neuc) / 500

onde:

ntneu = nUmero total de neurénios,
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ntn = nimero total de ndcleos,

neuc = nUmero de nucleos de neurbnios contados.

3.7 COLETA, IMUNOPRECIPITAGCAO E IMUNOBLOTING

Cinco filhotes machos de cada grupo com idades de doze dias de vida
foram sacrificados por decapitacdo. Na 162 semana de vida, mais cinco animais
de cada grupo foram sacrificados por deslocamento cervical. Os troncos
encefalicos foram rapidamente removidos e colocados em tubos Falcon contendo
2 mL de solugédo tampao de extracao (10 mM de EDTA, 100 mM de Trisma base,
10 mM de pirofosfato de sédio, 100 mM de fluoreto de sodio, 10 mM de ortovanato
de sédio, 2mM de PMSF, 0,1mg/mL de aprotinina). Esta solu¢do foi completada
com agua deionizada ate o volume adequado para homogeneizagcdo em um
Polytron (modelo PT 10/35, Brinkmann Instruments) operando em velocidade
maxima por 15 segundos. Terminada a extragao, foi aplicada a cada amostra 10
% do volume total de Triton 10% por 40 minutos. Posteriormente, as amostras
foram centrifugadas a 4 < durante 40 minutos a 120 00 RPM e o sobrenadante foi
congelado em freezer -80°C para posterior processamento. A quantificacao

proteica foi realizada com método de Biureto,

com adigédo de 20 pL do extrato, a 1 mL de Biureto. As amostras foram lidas por
espectrofotometria apds a adicao de 100 uL de Laemmili e para 0 armazenamento

das amostras foi acrescido 0, 015 mg de DTT (antifungico).
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O extrato total foi aquecido a 959C por 5 minutos em banho-maria e

aliquotas de 250 ug foram aplicadas em gel (SDS-PAGE), de 2 mm de espessura.
No mesmo gel foi aplicada uma amostra padrao de proteinas, ou seja, o0 marcador
de peso molecular com pesos moleculares conhecidos: miosina (205 kDa), beta
galactosidase (116 kDa), albumina sérica bovina (80 kDa) e ovalbumina (49 kDa).
As proteinas apareceram sob coloracdo azul no gel de eletroforese e na
membrana de nitrocelulose, permitindo a orientagdo quanto ao peso molecular das

bandas a serem observadas.

A eletroforese foi realizada em cuba de minigel da BioRad (Mini-Protein),
com solugdo tampao para eletroforese, previamente diluida. O SDS-PAGE foi
submetido a 40 volts, inicialmente, ate a passagem da linha demarcada pela fase
de empilhamento (stacking) e 120 volts até o final do gel de resolucao (resolving).
As proteinas separadas no SDS-PAGE, foram transferidas para a membrana de
nitrocelulose, utilizando-se o equipamento de eletro-transferéncia de minigel da
BioRad, e a solu¢ao tampao para transferéncia mantido em voltagem constante de
120 volts por 2 horas, sob refrigeracdo continua com gelo. Posteriormente a
transferéncia das proteinas, acrescenta-se solu¢ao bloqueadora (10 ml de solugéao
basal + 0,5 g de leite em p6 desnatado Molico®) em agitacdo constante por 2
horas, seguida de lavagem com solugcdo basal (PBS-T)(3 vezes em agitacao
durante 10 minutos) e incubagédo a 4T overnight com o0s seguintes anticorpos:
anticorpo policlonal para AT1R (sc 1173, Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA,
USA); anticorpo policlonal para AT2R (C-18, sc 7420, Santa Cruz Biotechnology,

Inc., CA, USA), diluidos em solucédo tampao (10 ml de solugédo basal + 0,3 g de
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leite em p6 desnatado Molico®). Apés incubagdo com os anticorpos primarios, as
membranas foram lavadas 3 vezes com solugcdo basal em agitacdo por 10
minutos, e incubadas com anticorpo secundério ligado a peroxidase (Vector
Laboratories, Inc. Burlingame, CA, USA) por 2 horas. Por ultimo, as amostras
foram lavadas com solucdo basal por 3 vezes durante 10 minutos. Para a
revelacdo das membranas foi empregado um kit de quimiluminescéncia
Supersignal West Pico Chemiluminescent Substrate da marca Thermo Scientific
sendo o filme revelado em solugéo reveladora e fixadora (revelador manual marca

Brafox).

3.8 IMUNOISTOQUIMICA

Os animais (NP, n=5, LP, n=5 e LPT n=5) foram anestesiados com
ketamina (75mg/kg) e xilasina (10mg/kg) intraperitoneal e o nivel de anestesia
controlado pelo monitoramento do reflexo corneal. A perfuséo foi realizada com o
auxilio de uma bomba de perfusdo mantendo-se a pressdao meédia de 120 mmHg,
sendo cada animal perfundido 15 minutos com solugéo salina heparinizada a 5%

em temperatura ambiente e 20 minutos com solug¢do de paraformaldeido a 4%.

Apos perfusdo, os encéfalos foram fixados por imersdo em paraformaldeido
a 4% por 2 horas. Apos a fixagdo, o material foi desidratado em série etandlica
crescente, diafanizado em xilol e incluido em Paraplast. Cortes de 5 pm foram

produzidos em micr6tomo rotativo (ver esquema em anexos IV, V, VI e VII),
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coletados em laminas silanizadas e armazenados até o momento de uso. Os
cortes histologicos, aderidos em laminas silanizadas, foram desparafinizados e
posteriormente submetidos a recuperagdo antigénica em panela de pressdao em
tampao citrato, pH 6,0 por 30 min. Apds as laminas esfriarem foram realizadas
lavagens em PBS (0,1M, pH 7,4) por 3 vezes (5 minutos cada), posteriormente foi
realizado a inibicdo da peroxidase enddégena (90mL de peroxido de hidrogénio
com 10mL de etanol) e as laminas incubadas com solucao bloqueadora (Soro fetal
bovino 8%, Albumina bovina 2,5% e leite em pé desnatado 2% em PBS). Os
cortes foram, entdo, incubados com os seguintes anticorpos primarios AT1 rabbit
polyclonal IgG (Santa Cruz) com diluicdo de 1:200, AT2 rabbit polyclonal IgG
(Santa Cruz) com diluicdo de 1:200, diluido em BSA 1% overnight, sob
refrigeracdo. Apds lavagem com PBS (4 vezes com intervalos de 5 minutos) os
cortes foram expostos ao anticorpo secundario especifico, conjugado com
peroxidase, durante 2 horas a temperatura ambiente. Apds lavagens sucessivas
com PBS, a revelagdo foi feita com DAB, contra-coloragcdo com hematoxilina,

desidratacao e montagem com laminula.

A andlise das imagens foi realizada em microscopio 6éptico e a

documentacao fotografica foi feita com auxilio de camera CCD-IRIS (Sony).

3.9 ANALISES ESTATISTICAS DOS RESULTADOS

A analise estatistica dos resultados dos estudos foi realizada utilizando a

Analise de Variancia (ANOVA) para medidas repetidas com Post-hoc pelo teste de
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contraste de Bonferroni. Para os resultados do western foi usado o teste de Tukey-
Kramer. Os resultados foram expressos como Media + Desvio Padrdao da Media
(DPM). Em todos os célculos foi fixado um nivel critico de 5% (P<0,05). O software
utilizado em todos os testes estatisticos foi GraphPad Prism 5.0, Copyright 1992-

1998 GraphPad Software Inc.

4. RESULTADOS

4.1 ACASALAMENTO E LAVADO VAGINAL

Das 20 fémeas submetidas ao acasalamento, apenas duas fémeas nao
apresentaram espermatozoides no lavado vaginal ao longo da semana

experimental e portanto, foram excluidos do experimento.

4.2 COMPILAGAO DOS DADOS REFERENTE AO GANHO DE MASSA
CORPORAL DURANTE A GESTAGAO

As 18 fémeas com a prenhez confirmada foram submetidas a aferigdo do
ganho de massa corporal a cada sete dias, durante o periodo gestacional. A
média e desvio padrdo dos ganhos de ponderais semanais das fémeas
submetidas a dieta normoprotéica 17%, NP (n=6), hipoprotéica 6%, LP (n=6) e
hipoprotéica suplementada com 2,5% de taurina, 6%+Tau, LPT (n=6) estdo

apresentados no grafico abaixo (Figura 8):
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Figura 8 - Ganho ponderal (g) ao longo das 3 semanas de gestacao de ratas
Wistar Hannover submetidas a dieta normoprotéica (17%), hipoprotéica (6%) e

hipoprotéica suplementada com 2,5% de taurina (6%+Tau).

4.3 COMPILACAO DOS DADOS REFERENTE MASSA CORPORAL DOS
FILHOTES MACHOS, NASCIDOS DE MAES SUBMETIDAS A DIETA
NORMOPROTEICA 17%, HIPOPROTEICA 6% E HIPOPROTEICA 6% + 2,5% DE

TAURINA DURANTE A GESTAGCAO

A massa corporal dos animais foi aferida nos dias 1, 12 e semanalmente a
partir da 62 semana de vida. As afericbes foram compiladas com o uso de uma
balanca digital semi-analitica (AL 500 Denver Instruments — USA). Com relagao a
massa corporal da prole de 1 dia de idade (figura 10, observou-se uma diferenca
significativa p<0.005 entre os grupos NP x LP e LPT x LP). A média da massa
corporal dos animais do grupo NP foi maior (6,650+0,469) em relagdo ao grupo LP
(5,980+0,58g) e a média do grupo LPT foi maior (6,580+0,32g) em relacdo ao

grupo LP.
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Figura 9 — Massa corporal dos filhotes machos com 1 dia de vida submetidos
a dieta com 17%, 6% e 6% de proteina + 2,5% de taurina durante periodo
gestacional, n = 6.

Para os animais do grupo LP com 12 dias de idade, quando comparados aos
animais NP e LPT, observou-se um ganho ponderal significativamente maior

quando comparados aos resultados de 1 dia vida.

A massa corporal com 12 dias de idade do grupo LP passou a ser mais
elevada (25,34+3,13g) quando comparada com o0s animais dos grupos NP

(18,88+1,299) e LPT (20,77+2,559) P < 0.05.
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Figura 10 — Massa corporal dos filhotes machos com 12 dias de vida submetidos a

dieta com 17%, 6% e 6% de proteina + 2,5% de taurina durante periodo
gestacional, n= 5.

A massa corporal dos animais na idade adulta (16 semanas), ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos estudados, P>0.05. O grupo NP apresentou
um peso corporeo de 343,645,049 o grupo LP 343,9+16,39g e o grupo LPT

362,8+19,31g.
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Figura 11 — Massa corporal dos filhotes machos com 16 semanas de vida
submetidos a dieta com 17%, 6% e 6% de proteina + 2,5% taurina de durante

periodo gestacional, n= 6.
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Ao avaliar semanalmente a massa corpérea entre os grupos de animais na

idade adulta, observou-se que nao houve diferencga significativa, P>0.05.
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Figura 12— Sintetiza a evolugdo da massa corporal dos filhotes machos, a
partir da 62 semana de vida, submetidos a dieta com 17%, 6% e 6% de proteina +

2,5% taurina de durante periodo gestacional, n= 6.

4.4 PRESSAO ARTERIAL CAUDAL (PAC)

A pressao arterial sistélica medida por pletismografia de cauda aumentou
significativamente no decorrer dos experimentos (da 62 para a 162. semana apds o
nascimento) no grupo de animais machos filhos de maes tratadas durante a
gestacdo com dieta LP quando comparados aos niveis pressoéricos de animais

originarios de maes tratadas com ragao NP.
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Da 62 a 122 semana de vida os animais cuja as maes receberam dieta LP
acrescida com 2,5% de taurina (LPT) apresentaram os valores da pressao
sistélica semelhante as obtidas nos animais LP, entretanto a partir da 142 semana
de vida, os registros da pressdo sistélica passaram a ser significantemente
menores quando comparados ao animais LP.

Assim, a pressao arterial sistélica do grupo LP aumentou de 116.246.5
mmHg para 137.916.9 mmHg comparada com uma discreta e nao significante
elevagdo observada nos animais NP de 114+7.4 mmHg para 118.848.7 mmHg,
enquanto a pressao arterial do grupo LPT aumentou de 114+6.5 mmHg para
13516.2 mmHg e entdo diminuiu para 124+3.6 mmHg.

No grupo LP, a elevagéo significativa da pressao arterial ocorreu a partir da
12%. semana de vida e permaneceu assim até a Ultima aferigdo que ocorreu na 162
semana. Também para o grupo LPT a partir da 12%. semana de vida a elevagdo
pressoérica passou a ser significativamente maior quando comparada ao grupo NP,
porém a partir da 142 semana passou a ser significativamente menor quando

comparada ao grupo LP.
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Figura 13 — Evolugcédo da pressao sanguinea sistolica (em mmHg) para os

diferentes grupos experimentais, ao longo da semanas de acompanhamento.

4.5 FUNGAO RENAL

Os resultados com relacao a funcao renal observados em descendentes machos
dos grupos NP, LP e LPT de 82 e de 162 semanas de acompanhamento sao
apresentados como média = DP (n=6 animais por grupo). O fluxo urinario e a taxa
de filtracdo glomerular estimada pelo clearance de creatinina, ndo demonstraram
resultados significativamente diferentes durante a avaliacdo e o estudo da
manipulacdo tubular renal de sédio comparando os diferentes grupos
experimentais. A excrecao fracional urinaria de sédio (FEn,.) foi significativamente

menor em descendentes de maes submetidas a ingestao de racao com restricao
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proteica (6%) e para os animais cuja as maes foram suplementadas com taurina
(6% + Taurina) quando comparados a prole de méaes submetidas a ingestao
normal de proteina (17%). Valores da FEna, na 82 semana de vida, NP 0,95+0,078;
LP 0,74+0,08; LPTO0,79+0,02. Ja a FEna: para os animais na 162 foi
significativamente menor apenas para o grupo de animais LP (6%), enquanto para
os animais LPT (6% + Taurina) comparados a ratos NP ndo apresentaram
diferenca significativa. Valores da FEn,, na 162 semana de vida, NP 1,05+0,1; LP

0,72+0,03; LPT 0,98+0,12.

A significativa queda na curva de excrecao urinaria fracional de sodio nos
animais com 8 semanas de vida do grupo LP e LPT foi acompanhada por uma
também significativa reducdo na fracao de excrecao proximal de sédio (FEPNa.)
quando comparada aos animais NP. Valores da FEPn,, na 82 semana de vida, NP

37,914,8; LP 26,9+2,5 ; LPT 29£3,2.

Nos animais de 16 semanas a FEPns, no grupo LP apresentou-se
significativamente menor, enquanto para o grupo LPT ndo houve diferengca em
comparacao aos animais NP. Valores da FEPn,, na 162 semana de vida, NP

30,716; LP 18,9+2,5; LPT 27,3+5,2.

A fracdo de excrecao poés-proximal de soédio (FEPPna.) apresentou-se
significativamente elevada no grupo LP tanto para os animais de 8 semanas
quanto para os de 16 semanas de vida, quando comparados aos animais NP e

LPT. Valores da FEPPya,. na 82 semana de vida, NP 0,84+0,11; LP 1,08+0,13;
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0,9840,1 e para os animais de 16 semanas de vida, NP 0,7340,14; LP 1,12+0,15;

LPT 0,82+0,16.

Esta queda consistente nas FEna,, FEPna. associada a elevagdo na
FEPPna., da 82 a 162. semana de estudo, produzida pela restricdo da ingestao
proteica durante a gestacao, foi seguida por auséncia de qualquer alteragdo na
excrecao urinaria de potassio (figura 32) quando comparados os trés grupos

experimentais.
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Figura 14 - Estimativa de filtracdo glomerular pelo clearance de creatinina.
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Figura 15 - Excregéao fracional urinaria de sédio (FEna")
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72



4.6 COMPILACAO DOS DADOS REFERENTE AO FRACIONAMENTO
ISOTROPICO. LEVANTMENTO DO NUMERO DE NUCLEOS CELULARES DO
TRONCO ENCEFALICO DE MACHOS, NASCIDOS DE MAES SUBMETIDAS A
DIETA NORMOPROTEICA 17%, HIPOPROTEICA 6% E HIPOPROTEICA 6% +

2,5% DE TAURINA DURANTE A GESTACAO.

4.7 FRACIONAMENTO CELULAR DA MEDULA OBLONGATA

Os resultados com relagdo ao fracionamento de células do tronco
encefalico foram obtidos a partir da contagem dos nucleos celulares da prole
resultante de maes submetidas a uma baixa ingestao proteica gestacional (6% de
proteina (LP), suplementadas (6% de proteina acrescida de 2,5% de taurina (LPT)

e de méaes controles alimentadas com ragao contendo 17% de proteina (NP).

A quantificagéo celular foi realizada em animais com 12 dias e 16 semanas
de vida. Inicialmente, foi estabelecido o numero total de células (neurbnios e
células da neuroglia) e posteriormente foi definido o numero de neurénios da

medula oblongata.
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4.8 MASSA DO TRONCO ENCEFALICO

A massa do tronco encefalico também foi aferida. Assim, os animais LP e
LPT com 12 dias de vida apresentaram massa inicial significativamente maior em
relacdo aos animais NP. A massa tronco encefalica dos animais NP foram,
respectivamente, 66,84+4,50mg a do LP era 78,10+3,92mg e a do grupo de
animais LPT era de 83,40+7,22mg. A massa do tronco encefalico da prole de
machos de 16 semanas nao apresentou diferenca significativa entre nenhum dos

grupos estudados.
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Figura 19 — Massa do tronco encefalico de filhotes de 12 dias e 16

semanas de vida.

No entanto, corrigindo a massa do tronco encefalico, dos filhotes com 12
dias e 16 semanas de vida, por 100 gramas de massa corp6rea do animal

observamos que, para 0s animais com 12 dias de vida ocorreram diferencas
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significativas entre o grupo LP 311,1+31,76mg quando comparado aos grupos

NP 358,9+41,94mg e LPT 404,1+34,13mg.

Os valores entre os animais de 16 semanas entre si ndo apresentaram
diferencas significativas. Por outro lado, a comparacao entre os grupos de 12 dias
e 16 semanas de idade mostrou expressiva entre as idades estudadas,
358,0+46,51mg (média entre grupos 12 dias) contra 44,47+2,999mg (média entre

grupos 16 semanas).
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Figura 20 — Massa do tronco encefdlico de filhotes de 12 dias e 16

semanas por 100 gamas de massa corporea.

4.9 ESTIMATIVA DO NUMERO DE NUCLEOS TOTAIS DO TRONCO

ENCEFALICO

A estimativa do niumero de células totais do tronco encefalico dos animais
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LPT com 12 dias de vida foi significativamente maior em relagéo aos animais LP e
NP sendo o numero de células dos animais LP significativamente maior em
relacdo ao NP. Desta forma, o numero de células do tronco encefalico dos
animais LPT foi 25,75+1,28x10°, dos animais LP foi 23,45+1,64x10° e para o NP

20,11+0,31 x10° respectivamente.

A estimativa do nimero de células totais do tronco encefalico dos animais
NP, LP e LPT, com 16 semanas de vida, ndo apresentaram diferenca entre si,

mostrando uma média entre o grupo de: 18,20+1,69x10° células.
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Figura 21 — Estimativa do numero de células totais do tronco encefalico de
filhotes machos com 12 dias e 16 semanas.
Foi realizada uma normalizagdo do numero de células dividindo-os pela

massa, em mg, de tronco encefélico.
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Os resultados mostram que tanto para os animais de 12 dias como para 0s
animais de 16 semanas, analisados entre si, ndo houve diferenc¢a significativa. Por
outro lado, na comparacdo realizada entre os grupos de diferentes idades a
diferenca é evidentemente significativa, 30,42+2,01x10* (média entre grupos 12

dias) contra 10,62+1,20x10* (média entre grupos 16 semanas).
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Figura 22 — Estimativa do nimero de células por miligramas de massa do

tronco encefalico de animais de 12 dias e 16 semanas.

410 ESTIMATIVA DO NUMERO DE NEURONIOS DO TRONCO

ENCEFALICO

A estimativa do numero de neurdnios do tronco encefalico dos animais LPT,
com 12 dias de vida, foi significativamente maior em relagéo aos animais LP e NP.

Nao foi observada diferenca entre os animais NP e LP. Assim, o numero de
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neurdnios do tronco encefalico dos animais LPT foi de 43,48+3,84x10°, a dos
animais LP e NP foram respectivamente, 31,12+4,06x10° e NP 33,68+3,90x10°. O
nimero de neurdnios totais do tronco encefalico dos animais NP, LP e LPT com

16 semanas de vida ndo apresentaram diferenca entre si.
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Figura 23 — Estimativa do numero de neurdnios por miligramas de massa

do tronco encefalico de animais de 12 dias e 16 semanas.

Na normalizagdo do numero de nucleos de neurdnios por mg de tronco
encefalico para os animais de 12 dias, o grupo LP apresentou uma reducao
significativamente menor quando comparado aos animais NP e LPT que
apresentaram os seguintes valores: o grupo LP: 40,00+5,55x10° grupo NP:
50,80+8,43x10°% e para o grupo LPT: 52,50+7,03x10° nucleos por mg de trnco

encefalico.
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Os valores entre os animais de 16 semanas entre si ndo apresentaram
diferenca significativa. Agora, quando comparados com o0s grupos de 12 dias de
idade a diferenca mais uma vez foi significativa, 47,70+7,00x10% (média entre

grupos 12 dias) e 13,90+1,04x10% (média entre grupos 16 semanas).
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Figura 24 — Estimativa do neurbnios por miligrama de massa do tronco

Numero de nucleos de neurdonios
p/mg do tronco encefalico

enceféalico de animais de 12 dias e 16 semanas.

4.11 COMPILAGAO DOS DADOS REFERENTE AO WESTERN BLOTTING
E A IMUNOISTOQUIMICA PARA A IDENTIFICAGAO DOS RECEPTORES DE
AT1 E AT2 NO NUCLEO DO TRATO SOLITARIO E TRONCO ENCEFALICO
TOTAL DE ANIMAIS MACHOS COM 16 SEMANAS DE VIDA NASCIDOS DE
MAES SUBMETIDAS A DIETA NORMOPROTEICA 17%, HIPOPROTEICA 6% E

HIPOPROTEICA 6% + 2,5% DE TAURINA DURANTE A GESTACAO.
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4.12 WESTERN BLOTTING

A expressao dos AT1R, estudada no extrato total de tronco encefalico de
ratos LP com 12 dias e 16 semanas de vida, ndo foi significativamente alterada
quando comparado com a observada nos animais dos grupos NP e LPT (figuras
25 e 26). Entretanto, observamos reducao de 48 e 39% da expressao deste
receptor em LP e LTP, respectivamente, comparativamente ao NP. Esta reducao

foi mantida até a 162 semana de vida (cerca de 50%).
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Figura 25 — Expressdo dos receptores AT1 em tronco encefdlico de

animais com 12 dias de vida.
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Figura 26— Expressao dos receptores AT1 em tronco encefélico de animais

com 16 semanas de vida.
Quanto a expressao de AT2R no tronco encefalico de animais com 12 dias

e 16 semanas de vida em descendentes LP também nao foi estatisticamente
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diferente comparativamente aos animais dos grupos NP e LPT com idades
pareadas (figura 27 e 28). Entretanto, observamos reducédo de 19 e 38% da
expressao deste receptor em LP e LTP, respectivamente, comparativamente ao

NP. Esta redugao foi de 25% em LP e 18% em LTP na 162 semana de vida.
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Figura 27 — Expressao dos receptores AT2 em tronco encefélico de

animais com 12 dias de vida.
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Figura 28 — Expressao dos receptores AT2 em tronco encefélico de

animais com 12 dias de vida.
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4.13 IMUNOISTOQUIMICA

Nos animais de 16 semanas do grupo NP observamos, pela técnica de
imunoistoquimica, a presenca do receptor AT1 na parte rostral, medial e caudal
(comissural) do nucleo do trato solitario, NTS-R, NTS-M e NTS-C respectivamente
(figura 29 A, B, e C). Nos animais do grupo LP observamos marcante reducao na
expressao deste receptor, principalmente no NTS-M (figura 29 D, E, e F). Ja no
grupo LTP observamos reducao porém néo tao intensa como a observda no grupo

LP, exceto no NTS-C (figura 29 G,H, I).

Nos animais de 16 semanas do grupo NP também observamos, presenca
do receptor AT2 na parte rostral, medial e caudal (comissural) do nucleo do trato
solitario, NTS-R, NTS-M e NTS-C respectivamente (figura 30 A, B, e C). Nos
animais do grupo LP observamos reducdo na expressdo deste receptor,
principalmente no NTS-R (figura 30 D, E, e F). Ja no grupo LTP observamos

reducao apenas no NTS-M (figura 30 G,H, ).
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Figura 29 — Imunoistoquimica para localizagdo do receptor AT1 em corte transversal do bulbo do
tronco encefalico de animal de 16 semanas. Foram fotografadas as partes rostral, medial e caudal
(comissural) do nucleo do trato solitario, NTS-R, NTS-M e NTS-C respectivamente. Grupo NP figuras
A, B e C, Grupo LP figuras D, E, e F e grupo LPT figuras G, He I.
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Figura 30 — Imunoistoquimica para localizacao do receptor AT2 em corte transversal do bulbo do
tronco encefalico de animal de 16 semanas. Foram fotografadas as partes rostral, medial e caudal
(comissural) do nucleo do trato solitario, NTS-R, NTS-M e NTS-C respectivamente. Grupo NP figuras

A, B e C, Grupo LP figuras D, E, e F e grupo LPT figuras G, H e .



Figura 31 — Imunoistoquimica para localizacdo do receptor AT1 em corte
transversal do bulbo do tronco encefédlico de animal de 16 semanas. Imagens
ampliadas da parte medial do nucleo do trato solitario, NTS-M. Grupo NP figura
A, Grupo LP figura B e grupo LPT figura C. As setas apontam para neurdnios do
NTS.
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Figura 32 — Imunoistoquimica para localizacdo do receptor AT2 em corte
transversal do bulbo do tronco encefédlico de animal de 16 semanas. Imagens
ampliadas da parte medial do nucleo do trato solitério, NTS-M. Grupo NP figura
A, Grupo LP figura B e grupo LPT figura C. As setas apontam para neur6nios do

NTS.
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A tabela a seguir sumariza os resultados obtidos na imunohistoquimica.

NTS-R NTS-M NTS-C
AT1 AT2 AT1 AT2 AT1 AT2
NP - - — —_— - -
LP * . . . * *
LPT o —_— ok . * -

Tabela 1 — Comparacao das diferentes intensidades de marcagao dos receptores
AT1 e AT2 do grupo LP e LPT com o grupo NP, encontrados no nucleo do trato
solitério de filhotes machos com 16 semanas de vida. As siglas NTS-R, NTS-M e
NTS-C respectivamente correspondem a partes rostral, medial e caudal
(comissural) do nucleo do trato solitario. NP grupo controle, LP grupo experimental
1 e LPT grupo experimental 2. * Intensidade de marcagéo baixa, ** Intensidade de
marcac¢ao moderada, ***Intensidade de marcacao alta e — sem marcacao.
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5. DISCUSSAO

Evidéncias epidemioldgicas e estudos realizados em modelos animais vém
demonstrando que fatores externos podem modificar 0 ambiente uterino levando
ao desenvolvimento de doencgas cardiovasculares, metabdlicas e neuroendécrinas
na idade adulta (BARKER et al., 1989;1995; LAW et al., 1991; WILLIAMS et al.,
1992; LANGLEY-EVANS, 1998; ASHTON, 2000; EDWARDS et al, 2001; MAO et
al., 2009). Este fenbmeno é chamado de programacao fetal. (HALES e BARKER,

2001; SANDMAN et al. 2011).

Estudos realizados em nosso laboratério submetendo mées a restricao
proteica grave durante o periodo gestacional demonstraram que a prole de
machos desenvolve distarbios na fung¢ao tubular renal que pode estar relacionado,
pelo menos em parte, ao desenvolvimento de hipertenséo arterial na idade adulta
(Mesquita et al., 2010a). Diante desta observagdo, implementamos o presente
estudo buscando identificar possiveis alteracdes morfofuncionais do tronco
encefalico, especificamente no NTS, area reconhecida por sua fungao no controle
da presséo arterial, vasomotricidade e crono- e inotropismo cardiacos, na prole de

maes tratadas durante a gestacao com dieta hipoproteica.

Estudos prévios tém demonstrado que o nivel de taurina € marcadamente
reduzido no plasma de fetos cujas maes foram submetidas a restricdo proteica
gestacional (BOUJENDAR et al., 2000). Estes estudos foram suportados por

outros mostrando que a suplementacdo de uma dieta pobre em proteina com
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taurina restabelece para niveis normais a concentracdo fetal serica deste

aminoacido (CHERIF et al., 1998).

Tendo em vista estes achados, e uma vez que em nosso laboratério o estudo
funcional e morfolégico de animais submetidos a restricdo proteica gestacional
esta bem estabelecido, incluimos como objetivo do presente estudo avaliar os
efeitos da suplementagdo dietética com taurina 2.5% sobre a funcéo renal, a

expressao de receptores do SRAA e a pressao arterial.

Assim como verificado por outros autores, os resultados deste estudo
demonstram que modificagdes do ambiente intrauterino, pela restricdo proteica
nutricional (LP), promove uma redugdo do peso fetal ao nascer quando
comparados ao grupo NP (ASHTON, 2000; LANGLEY-EVANS, 1998; EDWARDS
et al.,, 2001; PERSSON e JANSSON, 1992; WOODALL et al, 1996; PRENTICE
1991; GODFREY et al, 1996; Mesquita et al., 2011). Como tem sido observado, os
animais LP apresentaram rapidamente (em torno de 7 dias) apds o nascimento
uma recuperagcdo do peso, fendmeno conhecido como catch-up growth
(Cianfaranri et al. 1999). Tem sido definido que o baixo peso ao nascer seguido de
um rapido crescimento pds-natal estdo associados e tem um alto valor preditivo de
maior risco de doengas cardiovasculares e metabdlicas na idade adulta (ADAIR e
COLE 2002; BARKER et al. 2002), tais como por exemplo, a diabetes mellitus tipo
2 e hipertensdo arterial (ERIKSSON et al. 2001). Em nosso estudo esta
recuperagcdo da massa corporal, catch-up growth, foi constatada quando foi
realizada a verificacdo do peso dos animais aos 12 dias de vida, quando se

observou que os animais LP apresentavam caracteristicas ponderais iguais ou
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superiores ao grupo NP. Enquanto os animais LP mostraram dados relativos a
massa corporal de acordo com o descrito na literatura, interessantemente, o grupo
cuja as maes foram suplementadas com taurina durante a gestacao (LPT), nédo
apresentou baixo peso aos nascer e tdo pouco o catch-up growth. Ou seja, 0 peso
corpéreo dos animais LPT, ao nascer e com 12 dias de vida, ndo apresentaram

diferenca significativa quando comparados aos animais NP.

O baixo peso ao nascer € um marcador de deficiéncia nutricional fetal
(LUCAS et al 1999). Evidéncias experimentais e em humanos indicam que o
transporte trans-placentario de aminoacidos da mae para o feto e o metabolismo
fetal dos aminoacidos estdo alterados durante a restricdo do crescimento
intrauterino (RCIU) (BROWN et al. 2011). Ainda, tem sido demonstrado a alta
dependéncia fetal ao transporte placentario de taurina, uma vez que o feto
apresenta restrita capacidade de sintese deste aminoacido (AERTS e VAN
ASSCHE 2002). Desta forma, aventamos a hipbtese que a suplementacado da
ragao hipoproteica com taurina, promoveu uma elevagdo na concentragdao deste
aminoacido no plasma materno e, subsequentemente, no plasma fetal o que pode

ter sido o responsavel pela normalizacao ponderal nos animais LPT.

A insulina € um conhecido fator de crescimento e seus efeitos anabdlicos sao
mediados por agao direta nos tecidos fetais bem como, pelo aumento da secrec¢ao
hepatica do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1) EREMIA et
al. 2007. Segundo OGATA et al. 1986 demonstraram uma reduzida concentagao
fetal de insulina em RCIU. Por outro lado, CHERIF et al. 1998, demonstrou a

normalizacdo da secregédo de insulina em cultura de ilhotas fetais retiradas de
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méaes LP cuja dieta foi suplementada com taurina. Ainda neste, resultados
demonstraram que a adi¢do de taurina a cultura de ilhotas fetais oriundas de méaes
LP, ndo foi capaz de restaurar totalmente a secrecao de insulina, sugerindo que a

suplementacao é fundamental durante o periodo gestacional.

Tendo em conta que a restricdo proteica gestacional promove disfuncdo no
crescimento e maturagao celular em diferentes tecidos e 6rgaos (AERTS L, VAN
ASSCHE FA 2002; SERGEEVA et al. 2007; WARSKULAT et al 2007) e que em
alguns estudos esta alteragao esta relacionada a deficiéncia dietética de taurina,
avaliamos no presente estudo o numero células neurogliais € de neurbnios
presentes no tronco encefélico de animais com 12 dias e 16 semanas de vida.
Nossos resultados mostraram que o numero total de células, presentes na medula
oblongata, por miligrama de tronco encefalico (mg/Tr) ndo apresentou diferenca
entre os trés grupos, NP, LP ou LPT, com 12 dias ou 16 semanas, porém quando
a mesma comparacgao foi realizada (mg/Tr) entre os animais de 12 dias e de 16
semanas esta diferenca se mostrou expressiva. Entretanto, quando analisado o
namero de neurbnios nos animais de 12 normaizados pela massa ponderal do
tronco cerebral (mg/Tr), os animais LP apresentaram uma expressiva redugao
nuamero neuronal (= 21%) quando comparado aos animal NP e LPT. A mesma
analise feita para animais de 16 semanas nao mostrou diferenca significativa entre
0S grupos, enquanto, a comparagcao dos animais com 12 dias de idade e de 16

semanas mais uma vez observou-se uma significativa diferenga.

Varias condicoes, como leucomalacia periventricular e restricdo do

crescimento fetal, foram associadas a distlrbios no desenvolvimento da massa
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encefalica branca e cinzenta em recém-nascidos prematuros comparados com
criangcas saudaveis nascidas a termo (MEWES et. al. 2006). Estas alteracdes
estruturais no encéfalo humano tém sido caracterizadas pela reducao global do
volume de substancia cinzenta em embrides e fetos prematuros (TOLSA et. al.
2004). Trabalhos utilizando ressonancia magnética mostraram que 0 volume
hipocampal de criancas com RCIU apresenta-se menor em relagcdo as criangas
nascidas a termo (LODYGENSKY et. al. 2008). MEWES et. al. 2006, encontraram
uma moderada diminuicdo no volume de substancia branca em RCIU, enquanto
PADILLA et. al. 2011 observaram que criangcas RCIU apresentam mior quantidade
de massa branca nas regides frontal, temporal, occipital e insular comparadas as

criangcas nascidas com peso adequado a idade gestacional.

Nossos resultados confrmando aqueles da literatura, mostram que a
restricdo ao crescimento intrauterino tem impacto negativo sobre o
desenvolvimento do encéfalo com reflexo sobre o a densidade numérica de suas

células.

Os animais LPT com 12 dias de vida apresentaram o numero de neurénios
por mg de tronco cerebral semelhante observado em animais NP. A taurina
apresenta-se em altas concentracbes no cérebro durante o periodo fetal e
neonatal diminuindo desde o nascimento ate a idade adulta (STURMAN J.A.
1988). A administragdo de etanol em ratos jovens desencadeia a apoptose nas
células de Purkinje da camada granular interna do cerebelo. A aplicagédo de
taurina demonstrou ter um efeito neuroprotetor sobre a apoptose induzida pelo

etanol e, este efeito foi atribuido a varios fatores incluindo a restauracdo do
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conjunto de Bcl-2, regulacdo do Ca*? intracelular e inibicdo da atividade da

caspase-9 (TARANUKHIN et. al. 2010).

O trabalho de BENNIS-TALEB et al. 1999 mostrou que descendentes de
maes LP apresentam uma reduzida vascularizagao do cortex cerebral, enquanto o
trabalho de BOUJENDA et al. 2003 mostrou que a adicdo de taurina na dieta
hipoproteica maternal tem um papel potencial na recuperacao da vasculogénese
de ilhotas pancredticas fetais. Embora o trabalho de BOUJENDA tenha
apresentado resultados positivos pela adicdo de taurina sobre o0s vasos
pancreaticos, podemos inferir que este efeito sobre a proliferacdo e crescimento
vascular pode se estender a diferentes leitos capilares nos animais suplementados
com taurina, aumentando a perfusdo tecidual. Ainda dentro desta hipétese, se
considerarmos que este efeito da taurina esteja restrito apenas ao pancreas ainda
assim traria vantagens ao animal suplementado, pois o incremento da secregcéo de
insulina poderia ter um papel determinante no desenvolvimento do animal

(DUARTE et. al. 2012; PINHEIRO et al. 2011).

A exposicdo aguda ou crénica a glicocorticoides sintéticos como a
dexametasona causa apoptose das células progenitoras com diminuigcdo do
namero de neurbnios na camada granular externa e interna do cerebelo de
camundongos em desenvolvimento (NOGUCHI et al. 2009; MALONEY et al 2011).
No modelo experimental utilizado no presente estudo ja foi demonstrada uma
elevacao dos niveis de glicocorticoides que afetam in uteri o crescimento fetal em
roedores (BENEDIKTSSON et al. 1993). Assim, animais filhos de maes

submetidas a restricao proteica gestacional estdo expostos a niveis mais alto de
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glicocorticoides maternos em funcdo da reducdo placentaria de 11B3-
hidroxisteroide dehidrogenase tipo 2 (11B3-HSD-2) que catalisa o cortisol e a
corticosterona em cortisona e 11-dehidrocorticosterona, inativos biologicamente
(ARAO T. e TAMURA H., 2011). Desta forma, mesmo os animais sem qualquer
fator que reduza o crescimento fetal, quando sao expostos a dexametasona
apresentam significativa redugdo no nimero de neurénios cerebelares, permitindo
inferir que no presente estudo, animais submetidos a restricao proteica gestacional
poderiam estar expostos a elevados niveis de glicocorticoides maternos, o que

promoveria uma reduc¢ao de neurdnios do tronco encefalico.

A presente investigacdo, confirmando estudos prévios (Mesquita et al.,
2010), demonstrou que animais LP apresentaram uma significativa elevagao da
pressao arterial acompanhada por uma expressiva redu¢ao na excregao fracional
de sédio urinario (FENa*) sem que tenha havido uma concomitante alteracdo da
filtracdo glomerular estimada pelo clearance de creatinina (CCr). A desnutricao
gestacional é critica para a ontogénese renal resultando em reducao expressiva
do nuamero de nefros (OJEDA et al. 2008, Mesquita et al., 2010). Muitos modelos
animais de programacgéo fetal demostraram uma relagdo inversa entre o baixo
peso ao nascer e o desenvolvimento de hipertensdo arterial sistémica, atribuida,
em parte, a esta reducao quantitativa do numero de nefros (J. MANNING e V.M.
VEHASKARI 2001; POLADIA et al. 2006; Mesquita et al., 2011). Estudos com
animais RCIU demonstram que o desenvolvimento dos rins apresenta alta
sensibilidade as variagdes do ambiente intrauterino, especialmente, durante as

fases iniciais da nefrogénese (LANGLEY-EVANS et al. 1999; VEHASKARI VM,
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MANNING J, E AVILES DH 2001). Portanto, a associagdao entre o reduzido
numero de glomérulos e a elevacdo da pressdo arterial na vida adulta esta bem
estabelecida para a prole submetida a restricdo proteica gestacional LANGLEY-
EVANS et al. 2003, entretanto, os mecanismos pelos quais isto ocorre sdo mal

entendidos (Mesquita et al., 2010, 2011).

Além disso, a expressao e a atividade dos transportadores de ions tais como
Na*/K* - ATPase (BERTRAM et al. 2001, Mesquita et al., 2011) e a isoforma 3 do
trocador sédio-hidrogénio (NHE3) (DAGAN et al. 2007) estdo aumentados em
animais com RCIU, o que eleva significativamente, a absorcdo de agua e

eletrélitos em sitios especificos do nefro.

Nossos resultados para os animais do grupo LP estdo alinhados com os
descritos na literatura, no entanto, interessantemente, os animais LPT adultos n&o
manifestaram hipertenséo arterial e tdo pouco, queda na FENa* comparado ao
grupo LP, o que traz mais uma questdo para este intrincado mosaico

fisiopatologico constituido pela programacao fetal.

O aporte maternal de taurina durante a gestacao pode ser severamente
reduzido em funcao da ingestdo inadequada deste aminoacido e de proteinas
(BARKER et al. 2007; FORRESTER 2004; LANGLEY-EVANS 2006; MENDEZ et
al. 2004). A diminuicdo da oferta de taurina perinatal induz danos a multiplos
orgaos em ratos recém-nascidos e adultos, os mecanismos subjacentes a estes
efeitos adversos da taurina permanecem ambiguos (AERTS L, VAN ASSCHE FA

2002; SERGEEVA et al. 2007; WARSKULAT et al 2007). A disfungao renal
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relacionada a idade, diabetes mellitus e o desenvolvimento de hipertensao arterial
séo inversamente proporcional aos niveis séricos de taurina (Yamori et al 2010).
Assim a suplementagdo com taurina pode evitar os danos renais relacionados a
idade, a hipertensao arterial induzida em DOCA/Sal, por etanol, e a diabetes
mellitus tipo 1 induzido por drogas (AERTS L, VAN ASSCHE FA 2002;
SERGEEVA et al. 2007; HU et al. 2009; LI et al. 2009; WU et al. 2010). Os efeitos
da suplementagao dietética com taurina parece estar diretamente relacionada a
capacidade deste aminoacido em diminuir a atividade nervosa simpatica,
provavelmente ao nivel do sistema nervoso central (MIZUSHIMA et al, 1996;
SATO et al, 1987). Foi mostrado que injecao intracerebroventricular de taurina
diminui o fluxo simpatico nos animais (INOUE et al. 1985), no entanto, este efeito
nao parece ser uma agao direta da taurina, mas sim desencadeando outro
mecanismo, por exemplo, acdo sobre receptores de adenosina ou glutamato
(ALBRECHT e SCHOUSBOE 2005; KOHLENBACH e SCHLICKER 1990).
Evidencias mostram que a taurina age localmente sobre o sistema renina
angiotensina encefdlico diminuindo a pressao arterial. Sabe-se que a angiotensina
Il € capaz de ativar os neurénios vasomotores da RVLM aumentando a pressao
arterial via sinalizacao simpéatica e a aplicacdo iontoforetica de taurina resultou na
inibicdo destes neurdnios cardiovasculares (SINGEWALD et al. 1997; ZHU et al.

1998).

Assim, o presente estudo sugere que a suplementacdo de aminodacidos de
taurina a dieta LP oferecida as maes dos animais (LPT), pode ter contribuido para

que os fatores pressoricos envolvidos tenham sido atenuados, e a resposta
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pressorica, a partir da suplementacao ocorresse de forma semelhante aos animais

NP.

O controle hemodinamico renal associado a homeostase cardiovascular é
determinado por mecanismos neuro-humorais, dentre os quais estdo o sistema
nervoso autbnomo e o sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA). O
receptor de angiotensina Il tipo 1 (AT1R) medeia a maiorias das fungdes
biolégicas classicas da angiotensina Il (Angll) desempenhando uma fungao critica
no controle da atividade simpatica nervosa, da regulacdo da pressao arterial, do
balanco hidro-eletrélito, sede e secrecao de hormobnio e, sobre a fungao renal (de
GASPARO et al. 2000). Foi observado que o NTS tem importante funcdo no
processamento da interacdo entre barorreflexo, o reflexo parassimpético aferente
e vias simpaticas eferentes cardiacas e vasculares todas moduladas por

mecanismos dependentes de AT1R. (WANG et al 2007; WANG et al 2008).

Por outro lado, o receptor de angiotensina tipo 2 (AT2R) por algum tempo,
teve atribuicdo para de fungdes que envolvem a plasticidade neural, o
neurodesenvolvimento e crescimento, devido a sua disseminada e elevada
expressao nos estagios iniciais do embrido, seguida por uma rapida regressao ou
desaparecimento apds o nascimento (DE GASPARO et al. 2000; KASCHINA et al.
2003; CAREY et al. 2005). Recente estudo verificando a expressdo de AT2R no
tronco encefalico, rim e figado de ratos adultos mostrou maior quantidade deste
receptor quando comparados aos embrides e aos ratos recém-nascidos (YU et al.
2011). A analise por western blot, observou-se que a expressdo de AT1R estava

aumentada na medula ventrolateral rostral (RVLM) de ratos com insuficiéncia
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cardiaca crbnica enquanto que a expressdao de AT2R foi expressivamente

reduzida (GAO et al. 2008).

No presente estudo, nés mostramos por meio da imunohistoquimica que a
expressao de AT1R e AT2R no nucleo do trato solitario estavam diminuidas nos
animais do grupo LP em relagdo aos NP, ao passo que para os animais LPT a
expressao mostra-se semelhante ao grupo NP. Esta diminuigcdo da expressao dos
receptores AT1 e AT2 observada no NTS dos animais LP pode ser uma dos

fatores envolvidos na elevagao pressoérica destes animais.

O NTS juntamente com a area ventrolatelateral do bulbo e o hipotalamo sao
considerados como locais de controle central dos reflexos barorreceptores e
quimiorreceptores e na regulacdo dos eferentes simpaticos cardiovasculares e
consequentemente da pressao arterial. Alteracdes destas areas apresentam um
potencial fisiopatolégico para o desenvolvimento de varias formas da hipertensao
neurogénica (GUYENET. P. G. 2006). Estudos tem evidenciado uma capacidade
inibitéria central da Angll através de seus receptores AT1capazes de modular,
negativamente, a atividade neural simpatica. Possivelmente a menor expressao
dos receptores de angiotensina Il observada nos animais LP contribua para uma
menor capacidade inibitéria simpatica do NTS, promovendo a elevagdo da
presséo arterial nestes animais. YU et al. 2011 apontou que o desequilibrio entre a
expressdao de AT1R e AT2R na RVLM contribui para a simpato-excitagdo na

insuficiéncia cardiaca cronica.
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A menor capacidade de controle da atividade simpatica sugerida acima pode
ter relacdo com a menor expressao dos receptores AT1 e AT2 e 0 menor numero
de neurdnios encontrado no tronco encefalico nos aninais LP com 12 dias vida.
Poder-se-ia questionar quais os motivos ou fatores que levaram aos animais LP
com 16 semanas nao apresentarem diferencas significativasa no numero de

neurdnios do tronco encefélico quando comparado com os animais NP e LPT.

Em humanos o crescimento axonal e dendritico tém inicio durante o segundo
trimestre, com producado de neurotransmissores e sinaptogénese altamente ativa.
Os sulcos e giros cerebrais comecam a dobrar durante o terceiro trimestre,
continuando no po6s-natal (GILBERT, 2003). Depois disso, 0 excesso de conexdes
sindpticas serdo eliminadas por meio da apoptose programada (HUTTENLOCHER

e DABHOLKAR, 1997).

Embora o presente estudo ndo tenha feito tal analise, poderiamos supor que
durante o crescimento dos animais, o processo de maturacao do sistema nervoso
nos diferentes grupos, ndo tenha ocorrido de forma semelhante, seja porque os
neurénios do tronco encefalico dos animais LP tenham estabelecido menos
sinapses em relacado aos animais NP e LPT ou, como foi observado nesta regiao
houve uma menor expressdo de AT1R e AT2R nos animais LP quando

comparados aos NP e LPT.

Reforgcando a ideia de que um namero menor de neurbnios pode levar a uma
capacidade menor de controle dos niveis pressoéricos, os trabalhos utilizando

ressonancia magnética mostram que criangas que passaram pela RCIU
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apresentam menor volume da massa cinzenta a branca (MEWES et. al. 2006;
PADILLA et. al. 2011), e que criangas com RCIU apresentam menor capacidade
cognitiva (MORSING et. al. 2011; EICHENWALD et. al. 2008). TOLSA et al. 2004
mostrou que ha uma intima correlacdo entre a os parametros estruturais (menor
volume de massa encefdlica) e funcionais (menor capacidade cognitiva) do

encéfalo.

O NTS é a grande central inicial de processamento de toda informagao que
chega ao encéfalo a respeito de pressao arterial, frequéncia cardiaca, enchimento
venoso, atividade cardiaca, estado da arvore pulmonar, e composicao eletro-
quimica do sangue. A partir dele, a informagao processada € analisada direciona-
se a outras regides do encéfalo, em particular nas areas ventrolaterais do bulbo e
no hipotalamo (CAMPOS Jr. R, COLOMBARI E, CRAVO S, LOPES OU et al.
2001). Experimentos eletrofisiolégicos sugerem que, a longo prazo a pressao
arterial é regulada pelo sistema nervoso. A area ventrolateral caudal (CVLM) e
uma regiao vasodepressora que conecta o NTS a uma area simpato-excitatoria da
RVLM. A RVLM é conhecida por ter uma fungdo essencial no controle ténico e
reflexo do tébnus vasomotor simpéatico (DAMPNEY RAL, 1994; SVED AF, ITO S,
MADDEN CJ. 2000; PILOWSKY PM E GOODCHILD AK., 2002). O nucleo do
trato solitario funciona como um relé (modulando os erros de sinal) entre as
projecdes sensoriais aferentes que recebe das estruturas neurais rostrais (ENR) e
periféricas e, 0s sinais de retroalimentacdo oriundos dos receptores
cardiovasculares (ZANUTTO et al. 2010). Portanto, parece razoavel supor que a

menor densidade neuronal do tronco encefalico leve a uma menor capacidade de
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controle do tbénus simpético pelo NTS levando os animais do grupo LP a

desencadearem a hipertensao arterial.

Por meio de imunomarcagdo foi observada uma alta concentragdo de
receptores de AT1 nas areas dorso medial e ventrolateral da medula oblonga
(ALLEN et al. 1998; AVERILL DB e DIZ D., 2000; HEAD GA, SAIGUSA T, e
MAYOROQOV DN., 2002; HU L, ZHU D, YU Z, e WANG JQ., 2002). A angiotensina I|
apresentam uma gama consideravel de acbes sobre os nucleos nervosos do
tronco encefalico, assim a densidade neuronal normal observada no grupo LPT
em relagdo aos animais NP e a variavel expressao dos AT1R e AT2R no NTS dos
animais LPT em relacdo ao controle pode ter sido um dos fatores mais relevantes
para a reducdo da pressdao arterial e uma maior natriurese observada nos
descendentes de mées LPT. Esta inferéncia & baseada no fato de que a Angll
induz a facilitacdo do barorreflexo no RVLM e inibicdo do barorreflexo no CVLM

(SAIGUSA T, IRIKI M, e ARITA J., 1996; SAIGUSA et al. 2003).

A suplementag&o com taurina reduz a presséo arterial em diferentes modelos
experimentais, como foi demonstrado que a suplementagdo de taurina 3% em
ratos espontaneamente hipertensos (SHR) provoca queda da pressado arterial
atribuida a atenuacao da atividade simpatica (HORIE et. al 1987; TRACHTMAN et
al 1989). Outro estudo com SHR mostrou que o tratamento com taurina modula a
atividade do SRAA encefdlico, inibindo o desenvolvimento da hipertensao induzida
por renina ou angiotensina Il injetada dentro da area pré-optica (OKAMOTO et. al.
1996). Em ratos sensiveis ao sal (Dahl-S) a administracdo de taurina 3%, inibiu o

aumento da pressao arterial, associada elevacdo do volume urinario e da
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excrecao de calicreinas nestes ratos (IDEISHI et. al 1994). Foi reportado também
que em ratos com hipertensdo renovascular (RHR), no qual os mecanismos
associados a angiotensina tem papel de destaque, a suplementagdo com taurina
induziu a hipotensdo. Estes efeitos foram potencializados quando a taurina foi
associada ao enalapril, normalizando a mobilizacdo de calcio e revertendo a
hipertrofia ventricular (JI et. al 1995). Assim a taurina também esta envolvida na
reducado da pressao arterial associada a disturbios do SRAA. Nestes modelos
animais citados acima, podemos observar que a taurina realmente tem uma acéao
sobre 0s mecanismos da hipertenséo, atenuando-a ou mesmo evitando que ela se
desenvolva, mas em todos estes animais a taurina foi fornecida em periodos pés-
natal. No presente estudo, a suplementacao ocorreu durante o periodo gestacional
das maes dos animais, assim a grande questdo é: Como a taurina atenuou a

elevacao da pressao arterial da prole destes animais suplementados?

Nossa hipétese é que ragao hipoprotéica gestacional suplementada com

taurina evitou ou atenuou a programacao fetal.

Sao multiplos os mecanismos biologicos e moleculares envolvidos na
programacao fetal os quais ndo séo totalmente entendidos, tém-se associado a
programacao fetal o baixo peso ao nascer, exposicdo a excesso de
glicocorticoides, deficiéncia uteroplacentatia e fatores epigenéticos (JONES et al.

2012).

A taurina é um beta aminoacido que contem enxofre com papel essencial

durante a vida perinatal, em funcéo da limitada biossintese fetal (AERTS e VAN
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ASSCHE 2002), e na vida adulta (STURMAN 1993), incluindo neste caso fungdes
sobre a regulacdo do volume intracelular, estabilizagdo da membrana celular,
neuromodulagdo, acado antioxidativa e vasodilatadora, desempenho cardiaco,
crescimento e diferenciacdo renal. A literatura revela que a taurina na fase pré-
natal exerce efeitos sobre a neoformacédo e a expansado da vasculatura quando
ofertada tanto para ratas hipertensas quanto para ratas sadias. A suplementacao
oral com taurina em ratas SHRSP durante a amamentagao, um variante do SHR,
antes ou durante a gestacdao tem se mostrado responsavel pela reducdo do
desenvolvimento da hipertensdo na prole destas ratas (HORIE et. al. 1987;

KULTHINEE et. al. 2010).

A disfungéao endotelial em individuos com baixo peso ao nascer € um dos
mecanismos que pode explicar o desenvolvimento da hipertensdo na vida adulta
(GOODFELLOW et. al 1998). A perturbagao da funcédo endotelial pode ser devido
a uma angiogénese anormal durante o desenvolvimento fetal decorrente de
reducdo na producdo ou acado do o6xido nitrico (GOODFELLOW et. al 1998;
LEESON et. al. 2001). O tratamento com taurina 2% evita o desenvolvimento da
hipertensdo em ratos que apresentam hipertenséo induzida por frutose (FHR). E
sugerido que suplementacédo dietética de taurina evitou o desenvolvimento de
hipertenséo arterial por sua agdo antioxidante e pela manutencdo dos niveis de
oxido nitrico (NO) (RAHMAN et. al. 2011). O estresse oxidativo ocorre quando a
taxa de producao de radicais livres excede a taxa de remogéao (ou tamponamento)

dos mecanismos celulares de defesa (BURTON e JAUNIAUX, 2010). Tem-se

associado o estresse oxidativo ao trabalho de parto pré-maturo, pré-eclampsia e a
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RCIU (BUHIMSCHI et. al. 2003; O'DONOVAN e FERNANDES 2004; JOSHI et. al.
2008). Durante o desenvolvimento da placenta a mée e o feto necessitam de um
aumento de fluxo sanguineo para um maior aporte nutricional, a medida que a
gestagao progride. Desta forma, danos nas células endoteliais dos vasos sao
particularmente sérios (KNUPPEL et. al. 2012). Uma das substancias
vasodilatadoras mais importantes libertadas pelo endotélio € o NO, que provoca o
relaxamento da musculatura lisa dos vasos sanguineos desencadeando a
vasodilatagdo (Endemann e Schiffrin 2004). Assim esta vasodilatacdo aumenta
fluxo sanguineo necessario para o crescimento do utero e feto (KNUPPEL et. al.

2012).

Por outro lado, o excesso de radicais livres no sangue pode prejudicar o
processo de sinalizagdo desta vasodilatacdo e, assim, a vasoconstricdo ocorre
levando a uma diminuicdo do fluxo sanguineo para o utero e placenta resultando
na maioria das vezes em pré-eclampsia ou RCIU (STEIN et. al. 2008). Estudos
tem mostrado que a taurina apresenta um papel terapéutico preventivo relevante
através de suas propriedades antioxidantes as quais estdo principalmente
relacionadas a funcao mitocondrial entre outras estruturas celulares e tissulares
(WINIARSKA et al. 2009; SCHAFFER et al. 2010; SUZUKI et al. 2002). Estudo in
vitro mostrou que a taurina em concentragdes fisiolégica pode atuar como um
eficiente antioxidante contra muitas agressbes celulares incluindo os danos

oxidativos (OLIVEIRA et. al. 2010).

BOUJENDA et. al 2002, sugere que o IGF-Il pode contribuir diretamente para

a normalizagao da proliferacdo e do balanco apoptético em ilhotas pancreaticas
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fetais de animais LP induzido pela suplementacao de taurina. Em outro trabalho
BOUJENDA et. al. 2003 mostrou que a adicdo de taurina na dieta hipoprotéica
maternal tem um papel potencial na vasculogénese da ilhota pancreatica feta
efeito atribuido ao reestabelecimento da expressao do fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF) e seu variante VEGF-R2 uma vez que os autores
associaram a menor vascularizagao das ilhotas fetais a menor expressao destes
fatores de crescimento em RCIU. Um outro trabalho onde foi examinado se a
expressao génica de ilhotas fetais seriam afetadas tanto pela dieta hipoprotéica
bem como, se a suplementacao de taurina poderia prevenir estas alteragdes, foi
encontrado mais de 10% de mudancas em genes de animais LP sendo que a
suplementacdo com taurina normalizou a expressao de todos estes genes. Neste
trabalho, os autores mostraram que importantes fatores de transcricdo envolvidos
com o desenvolvimento do pancreas e células beta foram afetados pela dieta
hipoprotéica maternal, mas, ndo conseguiram dar uma explicagdo para a acao

preventiva da taurina (REUSENS et. al 2008).

Como referido anteriormente, a restricdo proteica gestacional pode resultar
em baixo peso ao nascer e posteriormente resisténcia a insulina, diabetes mellitus
e hipertensdo arterial na vida adulta (BARKER et al. 2007; ERIKSSON et al.
2007). Dentre os possiveis mecanismos subjacentes a estas alteragdes incluem o
SRAA, o desequilibrio de glicocorticoides circulantes, o estresse oxidativo e a
nefrogénese. A associacdo entre o numero de glomérulos e a pressao arterial
esta bem estabelecida para a prole submetida a restricdo proteica gestacional

(LANGLEY-EVANS et, al. 2003). A suplementacdo com taurina pode direta ou
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indiretamente inibir todos estes fatores (AERTS e VAN ASSCHE 2002; RACASAN

et al. 2004).

Embora algumas das funcdes biolégicas de taurina sejam bem conhecidas a
longo prazo, ainda nao € possivel explicar em detalhes seus principios
moleculares de funcionamento e o papel preciso deste aminoacido na fisiologia
dos mamiferos. Sabemos que muitos estados e processos patolégicos estdo
acompanhados a uma diminuicdo na concentracao taurina nos tecidos.
Numerosos estudos demonstraram que a suplementacdo com taurina inverte ou

pelo menos atenua as mudancgas associadas ao curso da doenga.

Consideragoes finais

O conceito de programacao fetal foi expandido: “Predictive Adaptative
Response Hypothesis” (GLUCKMAN e HANSON 2006). Foi proposto que o feto
interage dinamicamente com o meio, adaptando-se de forma a adquirir vantagem
de sobrevivéncia no futuro, pois parece ter a capacidade de prever o ambiente no
qual crescerd, utilizando sinais hormonais maternos. Se esta previsao for correta,
as adaptacdes serdo apropriadas e vantajosas, caso contrario, ha um risco
preditivo aumentado de desenvolvimento de doencas, que se manifestarao na vida
pds-natal, preferencialmente na vida adulta. Assim, o risco do desenvolvimento de
doencas dependera do grau de concordancia ou contraste (match vs. mismatch)
entre 0 ambiente previsto pelo feto durante o periodo de alta plasticidade e o

ambiente real no qual crescera.
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6. CONCLUSAO

Assim, podemos concluir que, sob condi¢cdes de restricao de proteinas, o
feto responde, no curto prazo, adaptando-se para acomodar a perturbacées no
fornecimento de substrato intrauterina. Os animais que sofreram restricao proteica
gestacional apresentaram baixo peso ao nascer seguido de catch-up growth. Apos
0 nascimento, sob a ingestdo normal de proteina da dieta, o resultado a longo
prazo dessas adaptacdes é representado como uma reduzida capacidade de
excregao absoluta e relativa urinaria de s6dio, associado a aumento da pressao
arterial. O presente estudo demostrou que numero de neurbnios do tronco
encefalico € menor nos animais com 12 dias de vida submetidos a restricdo
proteica gestacional quando comparado ao grupo controle. Tomando em conta
todos estes resultados obtidos até o momento podemos sugerir que a dieta
gestacional hipoprotéica suplementada com 2,5% de taurina evitou ou atenuou a

programagcao fetal.
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8. ANEXOS

Anexo |

Composicao da dieta normoproteica 17% (NP).

Dieta 17% de Proteinas (NP)

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

Tabela 2 - Ingredientes da ragao com 17% de proteinas (NP)

132




Anexo |l

Composicao da dieta hipoproteica 6% (LP)

Dieta 6% de Proteina (LP)

INGREDIENTES 1kg | 5kg | 10kg | 15kg
1 | Amido de milho 480 | 2400 | 4800 | 7200
2 | Caseina (84%) 71,5(1357,5|715 |1072,5
3 | Dextrina (90-94%) 159 | 795 | 1590 | 2385
4 | Sacarose 121 | 605 |1210 | 1815
5 | Oleo de soja 70 | 350 |700 |1050
6 | Fibra 50 (250 |500 |750
7 | Mistura de sais (AIN 93%) 35 | 175 |350 |525
8 | Mistura de vitaminas (AIN 93) 10 |50 100 | 150
9 | L-cistina 1 5 10 15
10 | Bitartarato de colina 25 125 |25 37,5

Tabela 3 - Ingredientes da racdo com 6% de proteinas (LP)
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Anexo Il

Composicao da dieta hipoprotéica suplementada com 2,5% de taurina (LPT)

Dieta 6% de Proteina + 2,5% de Taurina (LPT)

INGREDIENTES 1kg | 5kg | 10kg | 15kg
1 | Amido de milho 480 | 2400 | 4800 | 7200
2 | Caseina (84%) 71,5|1357,5|715 |1072,5
3 | Dextrina (90-94%) 159 | 795 | 1590 | 2385
4 | Sacarose 121 | 605 |[1210| 1815
5 | Oleo de soja 70 | 350 |700 |1050
6 | Fibra 50 (250 |500 |750
7 | Mistura de sais (AIN 93%) 35 |175 |350 |525
8 | Mistura de vitaminas (AIN 93) 10 |50 100 | 150
9 | L-cistina 1 5 10 15
10 | Bitartarato de colina 25 | 125 |25 37,5
11 | Taurina 25 125 |250 |375

Tabela 4 - Ingredientes da racdo 6% suplementada com 2,5% de taurina
(LPT).
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Anexo IV

Esquema utilizado para a realizacao dos cortes histolégicos do tronco encefalico
para a realizagdo da imunoperoxidase para localizar o nucleo do trato solitario
(NTS).

Regido onde os cortes foram

s s descartados 510 um
Exemplo esquematico das regides que foram cortadas Resino e ok cortes farain
do tronco encefalico para desenvolver a imunoperoxidase descartados 1710 um
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Anexo V

Esquema utilizado para a realizacao dos cortes histolégicos do tronco encefalico
para a realizacdo da imunoperoxidase para localizar a parte caudal do nucleo do
trato solitario.

Exemplo esquematico das regides que serdo cortadas , niimero de
cortes e niumero de laminas.

Ex.: Animal 31NP (17%)
16 Semanas
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Passo 1: Qdo o 12 corte pegar o cerebelo comegar a coletar os 42 cortes seguintes. (2 por |amina com
Spm cada). Vide esquema.

Passo 2: Regular o micr6tomo para cortar com 40pm de espessura.
Passo 3: Descartar 43 cortes de 40pm cada.

Passo4: Regular o microtomo para cortar com 5pm de espessura novamente (veja fig. Regido Medial)
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Anexo VI

Esquema utilizado para a realizacao dos cortes histolégicos do tronco encefalico

para a realizacdo da imunoperoxidase para localizar a parte medial do nucleo do
trato solitario.

Exemplo esquematico das regides que serdo cortadas , nimero de
cortes e nimero de laminas.

Ex.: Animal 31NP (17%)
16 Semanas
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Passo 1: Comesse a coletar os cortes da regido Medial ou seja, os 42 cortes seguintes. (2 por ldmina
com 5um cada). Vide esquema.

Passo 2: Regular o microtomo para cortar com 40pm de espessura.
Passo 3: Descartar 13 cortes de 40pm cada.

Passo 4: Regular o micrétomo para cortar com 5um de espessura novamente (veja fig. Regido Rostral)
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Anexo VII

Esquema utilizado para a realizacao dos cortes histolégicos do tronco encefalico
para a realizagdo da imunoperoxidase para localizar a parte rostral do nucleo do
trato solitario.

Figure 136
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Passo 2: Regular o micrétomo para cortar com 40pum de espessura.
Passo 3: Descartar43 cortes de 40um cada.

Passo 4: Regular o micrétomopara cortar com Sum de espessura novamente.
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Anexo VIl

Esquema do interior da camara de Neubauer que foi utilizada para a realizagao

do fracionamento isotropico.
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