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RESUMO

A desnutricdo intra-uterina induz oligonefrenia, hipertensdo e alteragdes
metabodlicas que geram diabetes, obesidade e hipercolesteretemia. Neste trabalho, foi
avaliado o efeito da desnutri¢do intra-uterina associada a uma sobrecarga de so6dio sobre a
proteinuria, volume plasmatico, estresse oxidativo no rim, hemodindmica renal e
morfologia glomerular em ratos Wistar na idade juvenil. A desnutri¢@o foi induzida através
de uma dieta multicarenciada, também denominada dieta basica regional (DBR), preparada
a partir de componentes de uso alimentar caracteristico da zona da mata sul — Brasil.
Observamos que os animais submetidos a desnutri¢do intra-uterina apresentaram namero de
néfrons 19% menor (p<0,05) que o grupo controle, além de volume plasmatico 27%
(P<0.05) mais elevado e estresse oxidativo 73% (P<0,01) mais elevado do que o observado
no grupo controle. Os animais submetidos a desnutri¢@o intra-uterina apresentaram também
niveis pressoricos 10% (p<0,05) mais elevados do que o grupo controle, sem contudo,
apresentarem alteracdes de hemodinamica renal, morfometria glomerular ou proteintria.
Foi observado que a sobrecarga de so6dio ndo afetou o volume plasmatico de ratos controle
ou submetidos a desnutri¢do intra-uterina, assim como ndo afetou seus niveis pressoricos.
No entanto, elevou similarmente a proteinuria do grupo controle em 243% (p<0,05) e do
grupo submetido a desnutri¢ao intra-uterina em 106% (p<0,05), quando comparados aos
seus respectivos controles. A sobrecarga de sddio elevou o estresse oxidativo, no grupo
controle em 53% (P<0.01) e no grupo submetido a desnutricdo intra-uterina em 85%
(P<0.05), quando comparados com seus respectivos controles. A sobrecarga de sddio
aumentou em 40% (P<0.01) e 90% (P<0.05) o volume glomerular nos grupos controle e
submetido a desnutri¢do intra-uterina, respectivamente, quando comparados com seus
respectivos controles. Em resumo, apesar dos niveis pressoricos, volume plasmatico e
estresse oxidativo se apresentarem elevados em ratos submetidos a desnutri¢do intra-
uterina, a hemodinamica renal e morfologia glomerular ndo se apresentaram alterados. Por
outro lado, a sobrecarga de sddio ndo alterou os niveis pressoricos ou volume plasmatico
em ratos controle ou submetidos a desnutrigdo intra-uterina, contudo elevou similarmente o
estresse oxidativo e a proteiniria em ambos grupos e induziu hipertrofia e hiperfiltragao

glomerular apenas no grupo submetido a desnutri¢do intra-uterina.



ABSTRACT

Prenatal malnutrition induces oligonephronia, hypertension and metabolic alterations that
may deflagrate diabetes, obesity and hypercolesteremia. In the present work, it was
evaluated the effects of prenatal malnutrition associated to a sodium overload on
proteinuria, plasma volume, kidney oxidative stress, renal hemodynamics and glomerular
morphology in juvenile Wistar rats. Prenatal malnutrition was induced using a
multideficient diet, denominated regional brazilian diet (RBD), manufactured using dietary
components of Pernambuco, Brazil. It was seen that prenatal malnourished rats presented
19% less (p < 0.05) nephrons than control group, besides higher plasma flow (27 %, p <
0.05) and kidney oxidative stress (73%, p < 0.01) than that seen in control group. Prenatal
malnourished rats presented also, higher blood pressure (10%, p < 0.05) than control rats.
However, they showed no change in renal hemodynamics, glomerular morphometry or
proteinuria. Sodium overload did not affect plasma volume or blood pressure of control and
prenatal malnourished rats. However, it increased similary proteinuria in control and pre-
natal malnourished rats (243% and 106%, p < 0.01, respectively) compared to their
respective controls. Sodium overload also increased similarly kidney oxidative stress in
control and prenatal malnourished rats (53% and 85%, p < 0.05, respectively) compared to
their respective control groups, but increased more importaltly glomerular volume in
prenatal malnourished rats than in control group (90% and 40%, p < 0.01, respectively). In
conclusion, although blood pressure, plasma volume and kidney oxidative stress were
elevated in pre-natal malnourished rats, renal hemodynamics and glomerular morphology
did not change. However, pre-natal malnourished rats was more susceptible to salt

overload-induced glomerular morphological alterations than control group.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento intra-uterino deve dotar o feto de autonomia para a vida adulta,
isso ocorre através do desenvolvimento de mecanismos homeostaticos que sao diretamente
influenciados pela nutricdo materna (HOET E HANSON, 1998). A influéncia do meio
atinge diretamente o feto, e a desnutri¢do gestacional tem se mostrado um agravante impar
no desenvolvimento de uma série de patologias, como hipertensao arterial (LANGLEY E
COLS, 1994, WOODALL E COLS, 1996; PAIXAO E COLS, 2001), doengas coronarias
(BARKER, 1997), além de alteragdes metabdlicas que geram desenvolvimento de
diabetes, obesidade e hipercolesteremia (STEPHENS E COLS., 1980; BARKER., 1997).

Estudos epidemioldgicos t€ém abordado os efeitos que a restricdo alimentar materna
tem sobre o feto. Tem sido demonstrada uma relacdo direta entre atraso do
desenvolvimento orgénico e desnutri¢ao intra-uterina. As alteragdes por esta induzidas se
estendem e geram atraso no desenvolvimento infantil que repercute em alteracdes
organicas globais e se intensificam com o decorrer da idade (OSOFSKY, 1975). Quanto
mais acentuada a restricdo alimentar e o periodo de desnutri¢do, maior a dificuldade de
manuten¢do da gravidez, e mais deletérios os efeitos sobre a vida pds-natal no que
concerne ao metabolismo (HAWRYLEWICZ E COLS., 1973; JOSHI E COLS., 2003), e
ao desenvolvimento organico global. Restri¢do nutricional mantida do inicio ao meio da
gravidez ja € capaz de produzir reducdo da relagcdo peso fetal/peso placentdrio em ratos
(LEVY E JACKSON, 1993), e a manuten¢do da desnutricdo durante a amamentacao gera
reducdo do peso de 6rgdos durante a idade adulta (GAROFANO E COLS., 1991).

De modo geral, baixo peso no nascimento tem sido associado ao desenvolvimento

de disfuncdes homeostaticas que se prolongam durante a vida. Mesmo com o



restabelecimento de uma dieta balanceada ap6s o nascimento, as mudancas ocorridas na
fase embrionaria se perpetuam (DESAI E HALES, 1997). Essas alteragdes embrionarias
sdo irreversiveis. Em modelos experimentais (MERLET—BENICHOU E GILBERT, 1994;
LANGLEY E COLS., 1999; PAIXAO E COLS., 2001) e em criancas (NAEYE, 1965;
HINCHLIFFE E COLS., 1992) tem-se observado oligonefrenia que pode corroborar com
o desenvolvimento de hipertensdo, tendo sido observado numero reduzido de glomérulos
em adultos hipertensos (HAYMAN E COLS., 1939). O baixo peso no nascimento tem
sido também relacionado com o desenvolvimento de doengas cardiovasculares (BARKER,
1997) e arritmias cardiacas (HUY E COLS, 2000).

Durante o desenvolvimento intra-uterino, a concentragdo fetal de glicocorticoides
circulantes ¢ relativamente baixa em relagdo a circulagdo materna, no entanto, com o
amadurecimento da adrenal ocorre um aumento destes hormonios na fase gestacional mais
tardia (ARISHIMA E COLS, 1977) e subseqliente desenvolvimento de padrdes
homeostaticos materno semi-independentes. Ratas submetidas a desnutricdo intra-uterina
sofrem disfungdes na barreira placentaria, permitindo que ocorra exposi¢ao fetal aos
glicocorticdides maternos (EDWARDS E COLS., 1993). Durante o periodo gestacional, a
separagdo entre os glicocorticoides materno e fetal ¢ realizada pela enzima 11 f -
hydroxisteroide deidrogenase (11B-HDS), que converte cortisol em cortisona na espécie
humana e cortisol em corticosterona em roedores. Esta enzima tem a fun¢do de metabolizar
os glicocorticdides maternos proporcionando protecao fetal (BENEDIKTSSON E COLS.,
1997). A atividade da 11B-HDS ¢ inversamente proporcional ao peso placentario, este se
encontra aumentado (BENEDITISSON E COLS., 1993), e a dieta hipoprotéica gestacional
reduz a atividade da 11B3-HDS (LANGLEY-EVANS E COLS., 1997a). Sabe-se que na

hipertensao dependente de mineralocorticoides, os pacientes apresentam baixos niveis de



proteinas ligantes dos glicocorticdides. Este fendmeno € especifico para o cortisol enddgeno,
cujo acoplamento fica deficitario e quebra o feedback negativo para secregdo de
corticotropina, o que mantém elevados os niveis plasmaticos deste hormonio e
secundariamente a atividade dos receptores mineralocorticdides (MR), que apresentam
também afinidade para o cortisol. Esse mecanismo gera um aparente excesso de
mineralocorticoides que leva a antinatriurese e aumento do transporte transluminal de sodio,
0 que contribui para expansao de volume com conseqiiente desenvolvimento de hipertensao
(MULATERO E COLS., 1997). Foi observado que reducdo da sintese de cortisol em ratas
desnutridas abole o aumento de pressdo arterial na prole, e que a inibi¢do da enzima 11§3-
HDS, com carbenoxolona na gravidez produz descendentes que apresentam pressao
arterial elevada (LANGLEY-EVANS, 1997b). A sobrecarga fetal aos glicocorticoides
maternos além de interferir sobre a hemodinamica sistémica, altera também a hemodinamica
renal através do aumento do substrato para renina no plasma, ou seja, o angiotensinogénio, o
que leva a ativacdo do SRAA (LANGLEY E COLS., 1999; LANGLEY E COLS, 1994).
Além disso, o glicocorticoide aumenta a sensibilidade vascular para a angiotensina II
(LANGLEY E COLS, 1995) e para os proprios glicocorticéides, via aumento do numero de
receptores para corticoesterdides e para angiotensina II (LANGLEY-EVANS E COLS,,
1999). A ndo exposicao fetal aos glicocorticdides maternos € de crucial importancia para o
desenvolvimento normal do controle enddécrino do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal
(LANGLEY E COLS, 1994; HAWKINS E COLS, 1998), além de assegurar o
desenvolvimento adequado da sua expressao génica (CHATELAIN E COLS, 1980).

A sobrecarga de glicocorticoides secundaria a desnutri¢do intra-uterina age também
sobre a musculatura lisa vascular, interfere sobre os fatores relaxantes derivados do endotélio,

oxido nitrico (NO) (KLET E COLS., 1993; SARUTA, 1996) e podem produzir



oligonefrenia (CELSI E COLS., 1998).

Os polipeptideos (IGF I e II), sdo fatores de crescimento similares a insulina, com
expressao tecidual organica ampla que se ligam a proteinas de diferentes pesos
moleculares, denominadas IGFBP (proteina ligante do IGF). As maiores, como a (IGFBP-
3) funcionam como reservatorio do hormonio no plasma, enquanto as menores (IGFBP-1,
IGFBP-2) mantém-se livres. Estes hormonios tém func¢do metabolica, mitogénica e de
diferenciagdo em diversos tipos de células (OSTER E COLS., 1996). Sabe-se que a dieta
hipoprotéica reduz os niveis de IGF-I materno e fetal (RAY E COLS.,1992), sendo este o
mecanismo que pode estar entre os principais fatores que agem diretamente sobre o
retardo de crescimento fetal (REINISCH E COLS., 1978; EDWARDS E COLS., 1993). A
redugdo de crescimento corpdéreo tem sido relacionada a redugdo do IGF circulante, visto
que a restricdo nutricional diminui sua concentragdo plasmatica. A expressdo do IGF ¢
controlada principalmente pelo horménio do crescimento — GH, que ¢ um fator de
liberacao do IGF. O IGF por sua vez, realiza feedback negativo para o GH. Portanto ma
nutri¢do esta diretamente relacionada com aumento dos niveis de GH organico.

O GH diminui os depdsitos de gordura no corpo, estimula a lipdlise, reduz os
depositos de gordura no figado, tecido linfatico, timo e bago. O organismo em
contrapartida, visando manter a homeostase metaboliza proteinas do tecido muscular e da
gordura subcutanea para manter a gliconeogénese (SOHLSTROM E COLS., 1998), esta
manobra também visa manter o nivel de glicose circulante estavel a fim de poupar 6rgados
nobres como coracao e cérebro (JOHNSON E COLS., 1988).

A hipertensdo secundéaria a desnutricdo intra-uterina ¢ multifatorial e pode ter
origem em alteracdes renais apresentadas pelo modelo. O rim fetal ¢ extremamente

vulneravel aos efeitos do retardo de ganho de peso durante a vida intra-uterina, dados



obtidos a partir de rins humanos revelam que estes sao desproporcionalmente afetados em
relacdo a outros 6rgaos (KONJE E COLS., 1996). Rins com reduzido numero de néfrons
acabam por sofrer redu¢do da area de filtragdo glomerular, o que pode comprometer a
capacidade de excretar sodio e 4gua, além de gerar hipertrofia compensatoria (PAIXAO E
COLS., 2001). Esses fatores sdo demonstrativos do grau de influéncia que o rim tem como fator
desencadeante de hipertensao arterial sistémica (HAS) no modelo subnutrido.A hemodinamica
renal também sofre comprometimento importante (PAIXAO E COLS., 2001), diante do
desenvolvimento de hipertensdo arterial primaria (HALL E COLS., 1996), podendo progredir,
mais tardiamente, para doenga renal cronica (HALL E COLS., 1996, BRENNER E CHESTER.,
1994).

Os componentes do SRAA sdo elementos importantes no controle da pressao
sanguinea. A acdo vasoconstritora da angiotensina II aumenta a resisténcia vascular
periférica e eleva a pressdo sanguinea. A hipertensao induzida por restricdo protéica intra-
uterina pode ser normalizada pela utilizagao do captopril, um inibidor classico da enzima
conversora de angiotensina (LANGLEY-EVANS E JACKSON., 1995). Tem sido
observado aumento da sensibilidade vascular a angiotensina II nos diversos tecidos de
ratos submetidos a desnutricio (GARDNER E JACKSON., 1997). Esse aumento do
numero de receptores tende a elevar a pressao sanguinea ampliando os efeitos de uma
concentragdo sanguinea de angiotensina II normal ou mesmo baixa (SHERMAN E COLS.,
1999). Outra observacao feita ¢ o aumento de atividade da enzima conversora de
angiotensina em fetos, neonatos e ratos adultos provenientes do modelo submetido a
desnutricao intra uterina (LANGLEY E COLS., 1995; SHERMAN, 1999), indicando que
as alteragdes geradas pelo funcionamento anormal do SRAA sdo perenes e sujeitas a uma

multiplicidade de fatores atuantes que findam por desencadear aumento de pressao
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sanguinea.

Em ratos submetidos a desnutri¢do intra-uterina, o tratamento durante o pos-natal
imediato utilizando nifedipine (SHERMAN E COLS., 2000), um bloqueador de canais de
célcio sem agdo sobre o SRAA, a fim de acessar o grau de dependéncia da hipertensdo aos
efeitos da angiotensina II, ndo induziu redugdo significativa da pressdo arterial, ao
contrario de observagdes feitas com a utilizacdo de losartan, um antagonista especifico dos
receptores da angiotensina II, que reduziu significativamente a pressdo arterial. O que
demonstra que a hipertensdo no modelo desnutrido ¢ também dependente da acdo do
SRAA.

As células endoteliais de arteriolas e artérias de pequeno calibre sintetizam
substancias que quando liberadas afetam o grau de contracdo da musculatura lisa arterial e
venosa. A mais importante dessas substancias ¢ o fator de relaxamento derivado do
endotélio, o 6xido nitrico (NO), que atua reduzindo o grau de contra¢do da parede arterial
(LOUIS E COLS., 1987). Trata-se de um mecanismo que produz aumento das dimensodes
do vaso sanguineo secundario a aumento do fluxo sanguineo vascular. O NO também age
em outros sitios. No rim atua inibindo a reabsor¢dao de NaCl no ramo fino ascendente da
alga de Henle (PLATO E COLS., 1999; ORTIS E GARVIN., 2001), interferindo sobre a
excrecdo urinaria de sodio.

Sabe-se que o aumento do estresse oxidativo renal reduz a biodisponibilidade de

NO e causa aumento da reabsorcdo de sddio contribuindo para expansdo de volume e

hipertensdo (ORTIS E GARVIN., 2002). Os efeitos da desnutri¢do intra-uterina nio se
manifestam somente através de mudangas no controle endécrino do sistema cardiovascular,

mas também através do controle paracrino local. Disfungdes vasculares secundarias ao
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baixo peso do nascimento estdo diretamente relacionadas a redugdo da biodisponibilidade
de NO. A desnutri¢ao intrauterina tem relagdo direta com aumento do estresse oxidativo e
conseqiiente elevagdo da formagdo de anion superoxido (O7), este interage com o NO
causando reducao da disponibilidade na vasculatura e surgimento de disfun¢des endoteliais
que contribuem para o desenvolvimento de hipertensdo (FRANCO E DANTAS., 2002). No
modelo SHR também se observa elevacao do stress oxidativo microvascular (SUZUKI E
COLS., 1995). Em modelos de desnutri¢do intra-uterina também tem sido constatada
redugdo das respostas vasodilatadoras das pequenas artérias secundaria 4 redugdo da
atividade da superoxi-dismutase (SOD) (OZAKI E COLS., 1998; FRANCO E COLS.,
2001).

O retorno venoso ao coragdo encontra-se aumentado na hipertensdo (MARTIN E
COLS., 1998). Esta alteracao fisioldgica ocorre principalmente devido a alteragdes de
complacéncia venosa, secunddrios a redugdo da atividade do NO (YAMAMOTO E
COLS., 1980) e também de aumento do volume sanguineo que findam por elevar a
pressdo arterial média. Em humanos hipertensos (SCHOBEL E COLS., 1993) e em
modelos experimentais de hipertensdo (RICKSTEN E YAO., 1981), observa-se alteragdes
estruturais de parede venosa secundarias a diminuicdo da complacéncia sendo verificado
também aumento de tonus venoso em modelos experimentais dependentes da ingestdo de
sal (GREGORY E COLS., 2000). Os mecanismos responsaveis por ajustes na capacidade
venosa em hipertensos indicam a ocorréncia de modificacdes estruturais (YAMAMOTO E
COLS., 1980; MARK E COLS., 1984) secundarias a acdo venoconstritora simpatica
aumentada (WILLENS E COLS., 1982), além da agdo de fatores humorais que somados a
acao reduzida do NO contribui para perpetuacao e agravamento da hipertensao (SIMON E

COLS., 1978). Em ratos submetidos a uma ingesta aumentada de sal foi observado
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elevagdo do stress oxidativo e reducdo da atividade do NO que diminui a resposta
vasodilatadora do endotélio vascular (LENDA E COLS., 1999).

Tem sido proposto que em sujeitos predispostos, a ingesta aumentada de NaCl causa
retengdo de sodio (GRUBER E COLS., 1980; HADDY E COLS., 1979; HAMLYN E
COLS., 1982). Este mecanismo, no entanto se por uma via aumentaria a natriurese €
restabeleceria o balanco de sodio, por outra gera também acumulo de sodio e calcio nas
células musculares ¢ aumento da contratilidade. A elevacdo do calcio nos terminais
nervosos simpaticos gera liberacdo de norepinefrina e aumento da pressdao sanguinea (DE
WARDENER E COLS., 1991 VANHOUTTE E COLS., 1981).

Estudos epidemiologicos sdo claros no que diz respeito a relagdo entre ingesta de
cloreto de sodio e desenvolvimento de hipertensdo em humanos predispostos (MUNTZEL
E COLS 1992; DUSTAN E COLS., 1989; MACGREGOR E COLS., 1985). Esses estudos
se embasam em descobertas que revelam uma maior vulnerabilidade organica presente em
determinadas populagdes e grupos étnicos, que evidenciam uma maior sensibilidade ao
consumo de sal e aumento de pressdo sanguinea incorrendo em hipertensao (KAWASAKI
E COLS., 1978; FUJITA E COLS., 1980). Os fatores que predeterminam uma maior ou
menor predisposicao a elevacao da pressdo secundaria ao consumo de sal ainda nao foram
completamente desvendados. Hipertensao secundaria a ingesta de sal ocorre devido a uma
inabilidade renal de excretar sal, promover natriurese adequada e manter o balango de s6dio
(GUYTON E COLS., 1964). As alteragdes renais que geram retencao de sdédio (KIMURA
E COLS, 1990; DUSTAN E COLS.,1986) se¢ dao através de disturbios na reabsorgdo
tubular. Em ratos submetidos a desnutri¢ao intra-uterina ocorre aumento da expressao de
proteinas transportadoras de sodio no ramo espesso ascendente da alga de Henle e no tabulo

distal, o Na-K-2Cl bumetanide-sensivel co-tranportador (BSC1) e o co-transportador de
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NaCl thiazide-sensivel (TSC) respectivamente, o que pode contribuir para o aumento da
reabsorcdo de sodio (MANNING E COLS., 2002). Em resposta a reabsor¢ao aumentada de
sodio ocorre aumento de volume sanguineo, que por sua vez eleva o débito cardiaco.
Subseqiientemente, devido ao processo de auto-regulacdo, ocorre aumento da resisténcia
vascular periférica (SULLIVAN., 1987; MARK., 1975) que contribui diretamente com a
progressao da hipertensdo. Débito cardiaco e resisténcia vascular periférica aumentados
foram observados no modelo de ratos Dahl sal-sensivel submetidos a ingesta aumentada de
NaCl na dieta. Isso devido primariamente a elevacdo do volume sanguineo, sendo que o
mesmo nao foi observado em ratos Dahl sal-resistente (GANGULI E COLS., 1979;
SIMSHOM E COLS., 1991). A exacerbacao de resposta contratil vascular neste modelo ¢
decorrente de uma deficiéncia da producdo de 6xido nitrico endotelial volume-dependente
secundario a retengdo de sodio (CHEN E COLS.,1991; LAHERA E COLS, 1992). E
possivel que a retengdo de sodio seja secundaria a atividade aumentada do sistema nervoso
simpatico. Foi observada atividade simpdatica aumentada nos modelos DS e em ratos SHR
submetidos a ingesta aumentada de NaCl (CHEN E COLS 1988; KOEPKE E COLS,
1988). Foi observada também redugdo da modulagdo do baroreflexo cardiopulmonar no
modelo DS (VICTOR E COLS., 1986), o que revela a importancia que a atividade anormal
do sistema nervoso simpatico tem sobre o desencadeamento de hipertensdo em modelos
propensos que sao submetidos a ingesta aumentada de sal.

Sabe-se que a dopamina tem potentes propriedades natriuréticas e vasoativas, seu
mecanismo de acdo inclui regulacdo do balango de cloreto de sodio (BALI E COLS., 1977;
SOWERS E COLS., 1984). A excre¢ao de seus metabolitos esta elevada em modelos
submetidos a aumento da ingesta de sal (GILL E COLS., 1988). Um decréscimo na produgao

renal de dopamina pode reduzir o fluxo sanguineo renal e a excre¢do urinaria de sédio,

14



contribuindo com a retengdo deste ion e assim com aumento de volume extracelular. Sua
acdo local inclui inibicdo da atividade da bomba Na'-K'-ATPase nos segmentos tubulares
proximais, a qual esta exacerbada em modelos submetidos a dieta aumentada de cloreto de
sodio. Em humanos com hipertensdo sensivel ao consumo de sal, além de aumento de
atividade simpatica (SLIAMIA E COLS., 1992) e da secregdo de catecolaminas (GILL E
COLS, 1988; HILDERMAN E COLS, 2000; PETRY E COLS, 1990) pode ocorrer também
resisténcia a insulina (JULIUS E COLS, 1992; JAMERSON E COLS, 1993), Estes fatores
representam papel importante na génese de distirbios eletroliticos concomitantes com o
desencadeamento da elevagdo da agua corporal total e do volume extracelular secundarios a
reabsorcao tubular de s6dio aumentada (SKRABAL E COLS., 1984), gerando hipertensao.
O Fator atrial natriurético (FAN) tem atividade diurética, natriurética,
vasodilatadora e supressora da atividade do SRAA (NEEDLEMAN E COLS., 1986;
KUCHEL E COLS, 1987), tem também influéncia sobre a regulacdo do volume sanguineo
e conseqiientemente sobre a pressdo arterial. O mecanismo de acdo do FAN na génese da
hipertensdo em modelos sal-sensiveis ainda ndo foi bem esclarecido. Sabe-se que sua
concentragdo plasmatica esta aumentada em pacientes hipertensos € que a ingesta de NaCl
exacerba esse efeito (SAGNELLA E COLS, 1991; WAMBACH E COLS., 1986;
KOHNO E COLS., 1987). Concentragdes plasmaticas elevadas de FAN foram
demonstradas em SHR e em ratos Dahl sal-sensiveis (KOHNO E COLS., 1986; TANAKA
E COLS., 1986). Essa resposta adaptativa ocorre devido a expansdo de volume e
conseqiiente estimulo dos receptores atriais sensiveis ao estiramento (JLANG E COLS.,
1985), o que sugere que o FAN ¢ parcialmente responsavel pela resposta natriurética

elevada na hipertensao volume dependente (VOORS E COLS., 1981) e que alteragdes da
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sua a¢do em modelos Dahl sal-sensiveis e no SHR contribuem para o aumento de volume e
instalacdo da hipertensao (HAMLYN E COLS., 1982).

Uma hipotese postulada para explicar a sensibilidade ao sal se baseia
primordialmente na reducdo da capacidade renal de excretar sédio (KAWABE E COLS.,
1978; BLAUSTEIN E COLS., 1991). E possivel que repostas natriureticas anormais
estejam presentes em modelos sal-sensiveis e precedam as alteracdes na hemodinamica
renal (TOBIAN E COLS, 1975).

Sabe-se que a funcdo renal se deteriora mais rapidamente em modelos sal-sensiveis.
(RAIJ E COLS, 1985; FELD E COLS, 1977). Ratos Dahl sal-sensiveis sdo mais
susceptiveis a glomeruloesclerose e proteinuria, visto que esse modelo se adapta a elevagao
da pressdo sanguinea através de aumento na resisténcia arteriolar eferente o que eleva a
pressao capilar glomerular e induz o desenvolvimento de hipertrofia glomerular.

Fatores primordiais para o desencadeamento de hipertensao estdo relacionados com
a idade e quantidade de sodio na dieta (MANCILA E COLS., 1989). Sabe-se que com o
decorrer da idade o grau de injuria renal de ratos Wistar se eleva, principalmente no sexo
masculino (BAYLIS E COLS., 1998). Ratos Sprague-Dawley subemtidos a desnutri¢ao
intra-uterina j& apresentam retengdo de sodio condizentes com aumento de volume
extracelular e elevacdo da pressdo arterial a partir das 8 semanas de vida (MANNING E
COLS., 2001).

Estudos pregressos abordaram diferentes modelos de ma-nutrigdo, através da
imposi¢ao de restricao alimentar (KLEBANOV E COLS., 1997; OKOSHI E COLS., 2001;
OKOSHI E COLS., 2002), ou utilizagdo de dietas com caseina em quantidades restritas
(MORGANE E COLS., 1978), e ainda restrigao caldrico protéica (GUT E COLS., 2003). A

dieta basica regional, deficiente em proteinas lipideos, minerais e vitaminas (MONTEIRO
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E COLS., 2001 PAIXAO E COLS., 2001., LAHLOU E COLS., 2003), desenvolvida pelo
departamento de nutrigdio da UFPE (TEODOSIO E COLS., 1990) tem se mostrado
eficiente em induzir desnutrigao..

A oligonefrenia ¢ uma condi¢do que predispde a retencao de sddio, hipertensao e
altera¢des da hemodinamica renal. Por outro lado, a sobrecarga de sodio aumenta o estresse
oxidativo, e quando se trata de animais sensiveis ao consumo de sddio induz hipertensao,
proteinuria e hipertrofia renal. Tendo em vista que a desnutricdo intra-uterina induz
oligonefrenia, neste trabalho avaliamos o efeito de uma sobrecarga de s6dio sobre o volume
plasmatico, estresse oxidativo no rim, hemodinamica renal e morfologia glomerular em

animais jovens submetidos a desnutri¢do intra-uterina.
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a hipotese de uma sobrecarga de sodio (NaCl 1%), substituindo a ingesta de
agua durante 45 dias, afetar o estresse oxidativo, hemodinamica renal, volume plasmatico e

morfometria glomerular de ratos na idade juvenil submetidos a desnutri¢do intra-uterina.

Objetivos especificos

Avaliar o impacto da interagdo entre uma sobrecarga de sodio combinada com
desnutrigdo intra-uterina sobre:

1- Pressdo arterial média (PAM);

2- Freqiiéncia cardiaca (FC);

3 - Hemodinamica renal:
- Fluxo sanguineo renal (FSR);
- Fluxo plasmatico renal (FPR);
- Filtragdo glomerular (FG);
- Fragdo de filtracao (FF);

- Resisténcia vascular renal (RVR);
- Hematocrito (Htc)

4 — Volume Plasmatico

5 - Estresse Oxidativo Renal

6 — Proteintria

7 - Numero de Néfrons.

8 - Morfologia Glomerular

9- Ingesta de agua e ragdo, peso corporal e peso renal
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MATERIAIS E METODOS

Protocolo experimental

Foi utilizada prole de ratas da linhagem Wistar, aos trés meses de idade, pesando
entre 200-300g, com acasalamento padronizado em gaiolas coletivas de trés fémeas e um
macho durante 10 dias, mantidos a temperatura de 23 + 2°C, ciclo claro - escuro de 12
horas, ra¢do e agua ad libitun no biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
UFPE, Recife.

Para inducdo da desnutricdo, as maes foram mantidas com dieta multicarenciada,
também denominada dieta basica regional (DBR), durante o periodo de acasalamento e
gestacional, sendo a prenhez constatada através do ganho de peso superior a 10 gramas no
periodo de 10 dias. Apds constatagdo da prenhez, as ratas foram colocadas em gaiolas
individuais. Foram utilizadas 10 fémeas controle ¢ 11 fémeas DBR. Apds o parto, foi
instituida racdo labina, e mantidos até 8 filhotes por ninhada. Foram acompanhados o
ganho de peso e consumo de ragdo das fémeas, além do peso de nascimento dos filhotes.

No desmame, aos 25° dias de vida, os filhotes controle e desnutridos foram
colocados em gaiolas coletivas contendo um méximo de 5 animais em cada uma, e
separados em grupos:

(1) Prole de maes mantidas com dieta padrao e 4gua potavel, grupo controle (C).

(2) Prole de maes mantidas com dieta multicarenciada e dgua potavel, grupo desnutrido
(D).

(3) Prole de maes mantidas com dieta padrdo e mantidos com salina a 1% a partir do

desmame, grupo controle + salina (CS).
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(4) Prole de maes mantidas com dieta multicarenciada e mantidos com salina a 1% a partir
do desmame, grupo Desnutrido + salina (DS).

Aos 70 + 3 dias de vida, parte dos animais de cada grupo C (n=9), CS (n=11), D
(n=09), DS (n=8) foi submetida a avaliagdo de hemodindmica renal, além de coleta de
material para avaliagdo morfométrica e contagem de néfrons. A outra parte, C (n=9), CS
(n=11), D (n=10), DS (n=8) foi submetida a medida do volume plasmatico e do estresse
oxidativo renal.

Foi realizada medida diaria de ingesta de 4gua e solu¢do NaCl (1%) nos grupos C,
D e C, DS entre o desmame, 25° dia, e a data de procedimento, 70 + 3 dias.

Os ratos foram postos individualmente em gaiola metabolica (Tecniplast Gazzada
S.a.r.l Buguggiate, Italia) por 24h em até 10 dias antes da data de cada procedimento (60 +
3 dias). Durante esse periodo de 24h foram medidos os consumos de racdo, agua, solucao
NaCl (1%) e o volume urinario, sendo a urina coletada para avaliagao de proteintria.

Este protocolo experimental foi aprovado pelo comité de ética do departamento de

fisiologia e farmacologia da UFPE.

Dieta multicarenciada

O método de preparo da dieta multicarenciada (DBR), consiste em uma seqiiéncia
de cozimento, pulverizagao, desidratacao e pelletizagao de seus componentes (TEODOSIO
E COLS., 1990). Os valores percentuais da composi¢do da ragdo DBR, de acordo com o
laudo emitido pelo LEAAL - UFPE, bem como, a composi¢do da Labina (Ralston-Purina

do Brasil), de acordo com o fabricante, encontram-se na tabela 1.
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TABELA 1: COMPOSICAO DAS DIETAS (g/g%)

Dieta Padrio ' Dieta Mutideficiente”
Proteinas 23 8,68
Carboidratos 41 80,58
Extrato etéreo 2,5 1,12
Fibras 9 7
Minerais 8 3,96
Suplemento Vitaminico Sim Nao
Sodio 0,37 0,15
Célcio 1,8 0,23
Fosforo 0,8 0,08
Umidade 13 10
Kcal/100g 278 372

! Indicado pelo fabricante ( Ralston-purina)
? Determinado pelo laboratorio experimental e analise alimentar ( LEAAL), Departamento

de nutri¢ao /UFPE, Recife.
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Hemodinimica renal

Aos 70 + 3 dias de idade, os ratos foram anestesiados com pentobarbital de sédio,
injetado intraperitonealmente (60 mg/kg), e colocados em mesa cirurgica aquecida para
manter a temperatura corpérea entre 36,5° e 37,5° C, medida através de um termdémetro
retal. Foi realizada traqueotomia utilizando cateter de polietileno (PE 240), seguida de
cateterizagdo da artéria femoral esquerda com canula de polietileno (PE 50). Através desta
artéria, a PAM foi monitorada e amostras de sangue, aproximadamente 60 pl, foram
colhidas em capilares heparinizados. A PAMj (inicial) foi medida imediatamente apos a
cateterizagdo da artéria femoral, procedimento que foi seguido pela coleta de uma amostra
de sangue para avaliacdo do hematocrito pré-cirurgico (Htcp). Neste momento foi realizada
suplementacdo de 45 mg/Kg de pentobarbital intraperitonealmente. As veias jugulares
direita e esquerda foram cateterizadas com céanulas de polietileno (PE 50). Através da veia
jugular esquerda foi infundida inulina 10% (diluida em salina a 0,9%), na velocidade de 1,2
ml/h com uma bomba de infusdo continua (Modelo 901, Havard Co., South Natick, Mass.,
USA). Na veia jugular direita foi infundido, através de bomba de infusdo continua (modelo
901, Harvard Co., South Natick, Mass., USA), soro homologo de rato na velocidade de 6
ml/kg/h nos 75 minutos iniciais, seguida por infusdo na velocidade de 1,5 ml/kg/h durante o
transcorrer do experimento. A reposi¢do inicial visou repor o volume plasmatico perdido
durante a cirurgia, cerca de 20% (MADDOX E COLS., 1977).

O controle e ajuste da volemia foram realizados através de medidas periddicas do
hematdcerito. Depois de cateterizadas as jugulares, foi procedida laparotomia e incisao
transversal abdominal a esquerda para localizagao do rim homolateral. O ureter deste rim
foi isolado e cateterizado com canula de polietileno (PE 10), para coletas de amostras de

urina em tubos graduados contendo 6leo mineral. Em seguida, foi realizado isolamento da
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artéria renal visando posicionamento do “flow probe” modelo Transonic systems inc.
Ithaca, new york 14850 usa modelo t106 para medida do fluxo sanguineo renal.
Concluido o posicionamento do “flow probe”, um tempo de equilibrio de 1 h foi aguardado
para estabiliza¢do do animal. Apos este periodo, foi iniciada a avaliacdo da hemodinamica
renal e FC.

Para analise da funcdo renal, cada periodo foi dividido em duas etapas de 20
minutos, sendo a fungdo renal do periodo representada pela media de duas medidas. Em
cada etapa foram realizadas medidas de PAM e FSR, coleta de urina para dosagem de
inulina, e de sangue para determinacdo do Htc e concentragdo de inulina. Apds o término
da hemodinamica, foi feita ligadura da artéria renal esquerda e o rim correspondente
retirado, acondicionado em solugdo tampdo fosfato e congelado a -20°C para posterior
contagem de néfrons. Em seguida foi introduzido um cateter na bifurcacdo da aorta, e
infundido 150ml de paraformaldeido tamponado 4%, seguido de retirada do rim direito
para posterior analise histoldgica.

As medidas de PAM foram realizadas através de um transdutor (Transpac, Abbott
Lab., North Chicago, Illinois, USA), conectado com um fluxdmetro, o qual dispoe de
canais para medida de PAM e de FSR simultanecamente (modelo 106XM, Transonic
System Inc.), que por sua vez foi conectado a um computador padrao PC-IBM. A FG foi
avaliada pelo clearance de inulina e o FSR através de um "flow probe" (1.0 V) conectado
ao fluxometro. O FPR foi calculado a partir da relagdo: FPR = FSR x (1-Htc). A FF foi
determinada através da relagdo FG/FPR x 100, e a RVR a partir da seguinte relagdo: PAM
/FSR. Estes dados foram corrigidos pelo peso do rim correspondente (g).

Usando-se curva padrdo, o Htc foi medido em tubos capilares heparinizados e

centrifugados (modelo 205N, FANEM, Ind. Bras.) durante 15 minutos. Concentracdes de
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inulina na urina e plasma foram determinadas pelo método de Antrone (FUHR e COLLS.,

1965 ).

Avaliacao do volume plasmatico

Aos 70 + 3 dias de idade os ratos foram anestesiados com pentobarbital injetado
intraperitonealmente (60 mg/kg), e colocados em mesa cirurgica aquecida para manter a
temperatura corporea entre 36,5° e 37,5° C, medida através de um termOmetro retal.
Seguiu-se cateterizagdo da artéria femoral esquerda com canula de polietileno (PE 50) para
infusdo de solugdao de Azul de Evans (T-1824), na concentragdo de 0.1 % gramas de peso
corporal. O mesmo volume infundido foi adicionado em dois baldes volumétricos de 10 e
20 ml contendo solucao salina (0.9%), desta forma foram preparadas as solugdes padroes
(solugdo A).

A canula introduzida na artéria femoral serviu para coleta de amostras de sangue aos
5 e 10 minutos ap6s administragdo do corante. As amostras de sangue foram depositadas
em tubos de centrifuga e foram centrifugados a 2000 rpm durante 10 minutos. O plasma foi
utilizado para determina¢do do azul de Evans (GREGORY E COLS., 2000). Para
determinacdo do azul de Evans diluido no sangue, foi utilizado um padrido referencial
branco que consistia em 0,05 ml de plasma obtido antes da injecdo do corante, adicionado a
0,95 ml de solucao salina. E para o padrao referencial de concentracao foram adicionados
0,05 ml de plasma sem corante e 0,05 ml da solug¢do padrao (sol. A) em 0,9 ml de solucao
salina. As amostras dos desconhecidos nos obtidas dos animais 0,05 ml de plasma foram
acrescentadas a 0,95 ml de solucdo salina. As leituras foram realizadas em

espectrofotometro (UV-VISRS0223, Labomed, USA) a um comprimento de onda de 620
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um. O volume plasmatico foi calculado a partir da seguinte formula: V=D . Lp / Ld
sendo:

V = Volume a ser calculado

D = Diluig¢ao do padrao

Ld = Leitura do desconhecido

Lp = Leitura do padrao

Morfometria glomerular

Concluida a perfusdo de paraformaldeido apos a avaliacdo da hemodindmica, o rim
contralateral foi removido e fixado em paraformaldeido a 4 %, pH 7.2, emblocado em
parafina e efetuados cortes de 4um. Apds 24h, o paraformaldeido foi substituido por alcool
(70%). Apds a desparafinizagdo e hidratacdo dos cortes, foi efetuada a montagem das
laminas, desidratacdo e utilizacdo dos corantes: hematoxilina-eosina (HE) no primeiro
conjunto de laminas e acido periddico de schiff (PAS), para as duplicatas. O PAS cora em
vermelho puarpura: glicogénio, mucinas, reticulina, fibrina ou trombina hialina de
arteriosesclerose, depositos hialinicos no glomérulo, membrana basal, infiltragdo amildide;
em azul o nucleo e em vermelho fungos. HE cora em azul nucleos com algumas
metacromasias e em roseo citoplasmas, fibras colagenas, elasticas e neurofibrilas.

Para captagcdo das imagens dos glomerulos foi usado um microscopio Olympus
BX50 com objetiva planacromatica 20 x 1.25. O microscopio apresentava-se acoplado a
uma camera Samsung digital (SHC410NAD, Coréia). As imagens capturadas foram salvas
em JPEG, 24 bits, ou BMP, 24 bits. O software utilizado para mediada da area glomerular

foi o Scion Image, versao Beta 4.0.2.
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As medidas da area total do glomérulo foram realizadas em todos os glomérulos
onde foi observado o polo capilar, assumindo-se o glomérulo com a forma de uma esfera,

seccionada no centro da mesma (HAYLOR E COLS., 1996; PAIXAO E COLS., 2001).

Contagem de néfrons

Ap6s avaliagdo da hemodinamica renal, aos 70 dias de idade, o rim esquerdo de
cada animal foi removido e mantido em freezer -20°C para contagem do numero de
néfrons. Os rins foram imersos em 4ml de acido cloridrico a 50%, durante 2 horas. Em
seguida, foram macerados, homogeneizados e suspensos em volume conhecido de 10 ml de
agua destilada. Trés aliquotas de 30 ul foram utilizadas para contagem de glomérulos, em

microscopio optico (LARSSON E COLS., 1980).

Avaliacao do estresse oxidativo

Para avaliacdo do estresse oxidativo no rim, apos avaliagdo do volume plasmatico,
foi realizada remogdo do rim direito e posterior maceracio em KCIl (1.15%) a uma
propor¢do de 10ml :1g durante 15 min em banho de gelo. O homogenato foi sendo
transferido para tubos de ensaio, ao qual foi adicionado 2 ml do reagente (0.375% acido de
tiobarbiturico e 15% acido de tricloroacético) para cada ml da mistura. Os tubos em
duplicata foram lacrados e aquecidos em banho Maria (100°C) durante 15 min. Depois de
resfriar, a proteina foi precipitada por centrifugacdo durante 10 min. O sobrenadante foi

separado, e a absorvancia foi medida a 535 nm (BUEGE E AUST, 1978).
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Analise Estatistica:
Foi utilizado o teste Student-Newman-Keuls. As diferencas foram consideradas

significantes para niveis de p < 0,05.
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RESULTADOS

Ganho de peso corporal das maes controle e desnutridas

O ganho ponderal das maes mantidas com dieta multicarenciada apresentou-se 44%
menor (p<0,01) do que o observado nas maes mantidas com dieta padrdo. Da mesma
forma, a ingesta dietética apresentou-se 28% menor (p<0,01) nas maes mantidas com dieta

multicarenciada em relacdo as maes mantidas com dieta padrao (Figura 2).

Peso corporal, peso renal e nimero de néfrons dos grupos C, D, CS, DS

O peso corporeo (PC) do grupo D, no dia do nascimento, apresentou-se 39% mais
baixo (P<0,01) do que aquele observado no grupo C (figura 3). No 25° dia de vida, dia do
desmame, o grupo D ainda apresentava PC 20% mais baixo (P<0,05) comparado ao grupo
C (figura 4). Aos 70 dis de vida, o PC do grupo D apresentou-se 10% menor (P<0,05) do
que o observado no grupo C, enquanto o grupo DS apresentou PC 13% mais elevado
(P<0,05) que o grupo D (figura 4).

Nao houve diferenca de peso renal entre os grupos estudados, & exce¢ao do grupo D
que demonstrou peso renal (PR) 19% menor (p<0,05) em relagdo ao grupo C, e 15% menor
que o grupo DS (p<0,05). O grupo DS apresentou relacdo peso renal / peso corporal
(PR/PC) 16% menor (P<0,01) que grupo CS, ndo havendo diferenca de PR/PC entre os

demais grupos (Figura 4).
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Pressdo arterial média inicial, pressio arterial média durante hemodinamica,
hematocrito e freqiiéncia cardiaca.

A PAM, e PAM apresentaram-se mais elevadas no grupo D do que no grupo C
(13842 x 105+2 mmHg e 11142 x 101+5 mmHg, respectivamente). A sobrecarga de sodio
nao influenciou os niveis pressoricos. Portanto nos grupos CS e DS os niveis pressoricos
(PAM, e PAM) apresentaram-se similares aos apresentados nos grupos C e D. Nao houve
diferenca de freqiiéncia cardiaca entre os quatro grupos estudados (Figura 5).

Os quatro grupos estudados apresentaram valores similares de hematdcrito inicial
(Htc,), bem como, apresentaram similaridade entre os valores de hematdcrito durante a
avaliacdo hemodinamica (Htc.). Os valores de Htc. foram semelhantes aos valores de HTcy,
este dado indica que a infusdo de plasma foi adequada para manutengdo dos animais em

condig¢des da euvolemia durante o procedimento cirurgico (figura 6).

Hemodinamica renal

Os parametros de hemodindmica renal apresentaram-se semelhantes entre os quatro
grupos estudados. O grupo DS, no entanto apresentou filtracdo glomerular (FG) 87% e
26% mais elevada (P<0,01) em relagdo aos grupos D e CS respectivamente. A sobrecarga
de salina também afetou a fra¢do de filtracdo (FF) do grupo DS, que se apresentou 72%

mais elevada do que observado no grupo D (P <0,05), (figuras 7 e 8).

Volume plasmatico
O volume plasmatico apresentou-se 27% mais elevado (P<0.05) no grupo D quando

comparado ao grupo C, (figura 9). A sobrecarga de s6dio ndo afetou o Volume plasmatico.
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Portanto o VP nos grupos CS e DS apresentou-se semelhante ao observado nos grupos C e

D respectivamente.

Estresse oxidativo renal

O estresse oxidativo apresentou-se 73% mais elevado (P<0,01) no grupo D em
comparacao ao grupo C. Nos grupos CS e DS o estresse oxidativo apresentou-se 53%
(P<0.01) e 85% (P<0.05) mais elevado que os valores observados nos grupos C ¢ D

respectivamente (Figura 9).

Proteinuria
A proteintria apresentada pelo grupo C assemelhou-se aquela apresentada pelo
grupo D. Nos grupos CS e DS, a proteintria apresentou-se 243% (p<0,05) e 106%

(p<0,05) mais elevada que os valores observados nos seus respectivos controles (Figura 9).

Consumo de racio, ingesta de agua e fluxo urinario

A ingesta de 4agua avaliada durante o periodo de 24h em gaiola metabodlica
apresentou-se mais elevada nos grupos submetidos a ingesta de salina. No grupo CS a
ingesta NaCl 1% apresentou-se 120% mais elevada do que a ingesta de 4gua no grupo C e
52% mais elevada (p<0,05) que a observada no grupo DS. No grupo DS a ingesta de Na Cl
(1%) apresentou-se 57% mais elevada (p<0,05) do que a observada no grupo D (figura 20).
A ingesta de dgua avaliada diariamente entre o 25° dia e a data de procedimento (70° + 3
dias) apresentou-se compativel aos resultados obtidos com a medida de ingesta de 24h em
gaiola metabodlica. O Fluxo urindrio apresentou-se mais elevado nos grupos submetidos a

sobrecarga de NaCl. O grupo CS exibiu fluxo urinario 236% mais elevado (p<0,05) do que
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o0 observado no grupo C. Enquanto o grupo DS apresentou fluxo urinario 92% mais elevado

(p<0,01) do que o observado no grupo D (Figura 10).

Numero de néfrons
O grupo D apresentou numero de néfrons 19% menor do que o observado no grupo

C (Figura 11).

Morfometria renal

O volume glomerular apresentou-se 9% mais reduzido (P<0,01) no grupo D em
comparacao ao grupo C. Nos grupos CS e DS, o volume glomerular apresentou-se 40%
(P<0.01) e 90% (P<0.05) mais elevado que os valores observados nos seus respectivos
controles. O grupo DS apresentou volume glomerular 20% mais elevado em comparagdo ao

grupo CS (Figura 11).
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FIGURA 01: PROTOCOLO EXPERIMENTAL
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Figura 02: Ganho ponderal e consumo de racdo de maes mantidas com dieta padrdo e

multicarenciada do periodo de acasalamento até o parto.
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Figura 03: Peso ao nascimento (PN) e peso ao desmame (PD) apresentado pelos grupos

controle (C) e desnutrido (D).
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Figura 04: Peso corporal (PC), peso renal (PR)e relagao peso renal / peso corporal (PR/PC)
aos 70 + 3 dias de idade apresentado pelos grupos controle (C), desnutrido (D), controle +

salina (CS), desnutrido + salina (DS):
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Figura 05: Valores médios de pressao arterial média inicial (PAM,), pressao arterial média

durante a hemodinamica (PAMc) e frequéncia cardiaca (FC) apresentada pelos grupos

controle (C), desnutrido (D), controle + salina (CS), desnutrido + salina (DS) (mmHg).
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Os resultados sdo expressos em médias + EPM. * p<0,05: vs Controle (teste Student
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Figura 06: Hematocrito pré-cirurgico (Htcy) e hematderito durante a avaliagdo
hemodinamica (Htc), aos 70 + 3 dias de idade apresentada pelos grupos controle (C),

desnutrido (D), controle + salina (CS), desnutrido + salina (DS).
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Figura 07: Fluxo sanguineo renal (FSR), Fluxo plasmatico renal (FPR) e Filtragdo
glomerular (FG) (ml/min/g) apresentados pelos grupos controle (C), desnutrido (D),

controle + salina (CS), desnutrido + salina (DS).
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Os resultados sdo expressos em médias + EPM. * p<0,05: vs Controle (teste Student
Newman Keuls).
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Figura 08: Fragdo de filtracdo (FF), resisténcia vascular renal (RVR) e fluxo urinario

durante a hemodinamica (VU) apresentados pelos grupos controle (C), desnutrido (D),

controle + salina (CS), desnutrido + salina (DS).
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Newman Keuls).
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Figura 09: volume plasmatico (VP), estresse oxidativo renal (ESTRESSE), proteinuria
(PT) apresentado pelos grupos controle (C), desnutrido (D), controle + salina (CS),

desnutrido + salina (DS).
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Figura 10: Consumo de dieta, ingesta de dgua (H,O) e fluxo urindrio durante 24h em
gaiola metabolica (VU/24h) apresentado pelos grupos controle (C), desnutrido (D), controle

+ salina (CS), desnutrido + salina (DS).

DIETA
. 25.7+1.3
24.3+1.5 T+1.
g/24h 18.9+1.5 19.2+1.7 x 1
20 7 ‘ ‘ n=10
n=10
n=10 n=10
0
c D cs DS
H,O0
80 - 684513.9
60 | 45+11
31251 285455 o
40 - n=15
ml/24h | |
20 7 n=15
n=15 n=15
0
c D cs DS
VU/24h
407 27.6+5.6
307 *| 18.9+2.0
ml/24h 20 1 82+16 9.8+13 # |
n=8
0 ‘ n=12
n=10 n=16
0
c D cs DS

Os resultados sio expressos em médias + EPM. * p<0,05: vs Controle (teste Student
Newman Keuls).

41



Figura 11: Numero de néfrons por rim (NN) apresentado pelos grupos controle (C) e

desnutrido (D) e volume glomerular (VG) apresentado pelos grupos controle (C),

desnutrido (D), controle + salina (CS), desnutrido + salina (DS).
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Figura 12: Imagens microscopicas do volume glomerular (VG) obtidas dos grupos

controle (C), desnutrido (D), controle + salina (CS), desnutrido + salina (DS).
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DISCUSSAO

No presente trabalho observamos que animais jovens submetidos a desnutrigdo
intra-uterina apresentam oligonefrenia, volume plasmatico, estresse oxidativo e niveis
pressoricos aumentados sem, contudo apresentarem alteragdes de hemodindmica renal,
morfometria glomerular ou proteintria.

A desnutricao pré-natal pdde ser constatada ja a partir da ingesta dietética e ganho de
peso que se apresentaram mais baixos nas maes submetidas a dieta multicarenciada em
relacdo as maes controle. Esta evidéncia indica que as fémeas desnutridas fizeram baixo
consumo protéico-calorico, o que levou ao baixo peso de nascimento apresentado pela prole
desnutrida. Esses dados corroboram com resultados pregressos nos quais se observou baixo
peso do nascimento com a mesma dieta (MONTEIRO E COLS., 2001 PAIXAO e COLS.,
2001, LAHLOU E COLS.,2003). No 25° dia de vida, data do desmame, os ratos desnutridos
ainda ndo haviam alcancado o peso dos ratos controle. Outros estudos encontraram resposta
similar em ratos Wistar cujas maes foram submetidas a uma dieta isenta de proteinas durante
o periodo gestacional (HUY E COLS., 2000).

A oligonefrenia que ocorre na desnutricao intra-uterina esta entre 0os mecanismos que
progressivamente levam a eleva¢do da pressdo arterial em humanos (NAEYE E COLS.,
1965). Ratos nascidos com baixo peso também apresentam oligonefrenia (MERLET-
BENICHOU E COLS., 1993). Além do mais, ocorre redu¢do do nimero de glomérulos
renais em criangas nascidas de maes desnutridas (NAEYE E COLS., 1965; HINCHLIFFE E
COLS., 1992). Em humanos, baixo niimero de néfrons tem relacao direta com baixo peso de
nascimento, tendo sido relatado inclusive, adultos hipertensos que apresentaram baixo peso

no nascimento (HAYMAN E COLS., 1939; BRENNER E CHERTOW., 1994). O mesmo foi
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encontrado no modelo deste estudo, o nimero de néfrons do grupo desnutrido apresentou-
se 19% menor do que no grupo controle. Este resultado ¢ compativel com dados prévios
obtidos de ratos submetidos a uma dieta hipoprotéica durante o periodo pré-natal
(LANGLEY-EVANS E COLS., 1999). Assim, a oligonefrenia parece ter relagdo intima
com a desnutricdo independente do tipo de dieta que a ocasiona. A oliginefrenia pode
determinar o desencadeamento de hipertrofia glomerular compensatéria (PAIXAO
E COLS, 2001). No rim com area de filtragao reduzida, os néfrons remanescentes precisam
se adaptar a um aporte sanguineo determinado pela demanda de massa corporea. O
desenvolvimento de hipertrofia ¢ uma adaptacdo glomerular que busca manter a filtracao
renal em niveis normais. Diferente dos dados prévios do Laboratorio, no presente estudo, os
ratos submetidos a desnutri¢do intra-uterina apresentaram peso renal e volume glomerular
mais baixos do que o grupo controle. Esta discrepancia pode estar fundamentada em fatores
tais como, oligonefrenia menos importante do que a observada no estudo anterior, os
animais nao alcangaram o peso corpdreo do grupo controle e também pelo fato dos animais
se apresentarem ainda na idade juvenil.

O volume plasmatico elevado no grupo D sugere que este modelo pode desenvolver
aumento primario de volemia secundario a reten¢ao de sodio. Em modelo experimental
semelhante, foram observadas alteracdes na atividade da renina plasmatica ja a partir do
primeiro més de vida (MANNING E VERRASKARI., 2001). Estes mesmos pesquisadores
demonstraram alta densidade de dois transportadores tubulares de sodio, o Na'-K'-2Cl
bumetanide-sensivel co-tranportador (BSC1), presente no ramo espesso ascendente da alca
de Henle, e o co-transportador de NaCl thiazide-sensivel (TSC), presente no tubulo
contorcido distal. Estes transportadores apresentam-se elevados antes do desenvolvimento

da hipertensao e mantém-se elevados durante a hipertensao (MANNING E COLS., 2002).
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O estresse oxidativo renal elevado apresentado pelo grupo D ¢é corroborado por
relatos prévios de observacdes em ratos submetidos a restri¢ao dietética durante a vida
intra-uterina. Foram observadas disfun¢des endoteliais em anéis aorticos isolados e
reducdo de atividade da superdxido-dismutase (SOD), secunddrios a exacerbagdo do
estresse oxidativo, concomitantes com aumento da concentragdo dos radicais superoxidos
e reducdo da capacidade vasodilatadora de artérias mesentéricas no mesmo modelo
(FRANCO E COLS., 2001, FRANCO E COLS., 2002). Dentre as vias pelas quais o sal
desenvolve hipertensdo em modelos sal-sensiveis, a deficiéncia na produgdao de oxido
nitrico pelas células endoteliais esta entre os principais fatores desencadeantes. Sabe-se
que no endotélio, o NO atua reduzindo o grau de contragdo da parede arterial e venosa
produzindo aumento das dimensdes do vaso sanguineo e secundariamente aumento do
fluxo sanguineo vascular (LOUIS E COLS., 1987). As espécies reativas de oxigénio
(ROS), principalmente o anion superdxido (O;) participam diretamente do processo de
disfun¢ao endotelial, via reducdo da concentragdo de oOxido nitrico no organismo
(LAHERA E COLS., 1992; BOULOUMIE E COLS., 1997). A diminui¢do da capacidade
vasodilatadora a partir do aumento do estresse oxidativo e redugao da concentragdo do NO
endotelial contribuem para o desenvolvimento de hipertensao principalmente via aumento
da resisténcia periférica. Além do mais, a diminui¢do na disponibilidade do NO pode
resultar em aumento da reabsor¢do tubular de sodio. O estresse oxidativo tem um papel
importante na iniciagdo e progressdo de doencas cardiovasculares, e tem sido associado a
hiperlipidemia, diabetes mellitus e hipertensao.

A hipertensdo no modelo desnutrido deste estudo acompanhado de aumento da
volemia e do estresse oxidativo renal corroboram com a hipotese de que ocorra uma

sensibilidade aumentada ao sal condizente com reducdo na habilidade renal de excregdo
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deste eletrolito (BLAUSTEIN., 1977; WARDERNER., 1990; BLAUSTEIN., 1991). Essa
hipétese encontra suporte também em estudos que transplantaram rins de ratos jovens
hipertensos em ratos normotensos e estes apresentaram elevagdo cronica da pressdo
arterial (DAHL E COLS, 1970; FOX E COLS, 1976; KAWABE, 1978). Por outro lado,
pacientes hipertensos em estagio avancado de doenga renal que apresentam nefroesclerose
severa e que recebem um rim normal transplantado passam a exibir niveis pressoricos
normalizados (CURTIS, 1983).

Os niveis pressoricos elevados no grupo D indicam que a hipertensdo decorrente da
desnutricdo intra-uterina ocorre ja em fases precoces do desnevolvimento, como
previamente demonstrado (MANNING E COLS., 2002). Dentre a multifatoriedade de
alteracdes que desencadeiam a hipertensdo induzida pela desnutricdo intra-uterina, a
oligonefrenia (LANGLEY-EVANS E COLS., 1999), a reducdo da capacidade renal de
excretar sodio e o aumento de volemia (MANNING E COLS., 2002), assim como a
diminui¢do da biodisponibilidade de NO secundéria a elevacdo do estresse oxidativo
(FRANCO E COLS., 2001, FRANCO E COLS., 2002), estdo entre os agentes
desencadeantes da elevagdo cronica da pressao arterial.

Apesar de apresentarem niveis pressoricos mais elevados do que os ratos controle,
os ratos submetidos a desnutri¢do intra-uterina no presente estudo, diferente de dados
prévios do Laboratério, ndo apresentaram qualquer alteracdo nos parametros de
hemodinamica renal. A diferenga pode ser devida a fatores tais como, oligonefrenia menos
importante do que a observada no estudo anterior, os animais ndo alcancaram o peso
corpdreo do grupo controle e também pelo fato dos animais se apresentarem ainda na idade
juvenil.

No presente trabalho, observamos que a sobrecarga de sédio ndo afetou o volume
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plasmatico de ratos controle ou submetidos a desnutri¢do intra-uterina, assim como nao
afetou os niveis pressoricos. No entanto, elevou similarmente a proteinuria e o estresse
oxidativo nos dois grupos. E importante ressaltar que no grupo DS a sobrecarga de sodio
induziu hiperfiltracdo, efeito ndo observado no grupo CS, e uma importante hipertrofia
glomerular também nao observada no grupo controle.

O grupo CS nao apresentou alteragdes de peso corporeo ou renal na idade juvenil.
Ja o grupo DS, apresentou peso corpdreo mais elevado do que o grupo D. Este ultimo
achado pode sugerir reten¢do de fluido. No entanto, pela analise do volume plasmatico e
do hematdcrito inicial, esta possibilidade pode ser descartada. Por outro lado, ha
evidéncias que indicam que a ingesta de sal estimula a lipogénese (DOBRIAN E COLS;,
2003). Esta hipdtese nao pode ser descartada no nosso estudo.

No nosso estudo, apesar do estresse oxidativo renal basal apresentar-se mais
elevado nos ratos submetidos a desnutri¢ao intra-uterina, e da sobrecarga de sodio haver
produzido aumento do estresse oxidativo, esta resposta ndo se apresentou mais exacerbada
nos ratos submetidos a desnutri¢do intra-uterina. A sobrecarga de sodio produziu aumento
do estresse oxidativo em ambos grupos, controle e submetido a desnutricdo intra-uterina,
com magnitude similar. Sabe-se que o aumento do estresse oxidativo renal reduz a
biodisponibilidade de NO e sua concentragdo aumenta a partir da elevacdo do metabolismo
local, principalmente pela via mitocondrial. Em condigdes de elevada ingesta de sddio, no
entanto o aumento do estresse oxidativo exacerba essa reabsor¢do contribuindo para
expansao de volume e hipertensao (ORTIS E COLS., 2002; MAKINO E COLS., 2002). O
anion superoxido esta relacionado a hipertensdo sal-sensivel, mais especificamente com a
modulag@o de NaCl. Na hipertensao sal-sensivel, a sobrecarga de sodio leva ao aumento da

producao de espécies reativas de oxigénio e corrobora para o desenvolvimento de disfuncao
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endotelial associada (LENDA E COLS., 2000). O NO ¢ incapacitado de exercer sua a¢ao
quando reage com o O, produzindo a molécula peroxinitrito, que ¢ altamente deletéria e
reduz os efeitos vasodilatador, antiproliferativo e antiinflamatorio do o¢xido nitrico
(MILLER E COLS., 1998). Observagdes realizadas in vitro tem demonstrado que a
desnutri¢do intra-uterina pode reduzir a resposta da acetilcolina e da bradicinina nas artérias
femorais e mesentéricas (OZAKI E COLS., 2001) de ratos Wistar, o que indica que a
capacidade relaxante no leito capilar arterial e venoso estd diminuida. O NO, contudo
também age em outros sitios, no rim atua inibindo a reabsor¢do de NaCl no ramo fino
ascendente da alca de Henle (PLATO E COLS., 1999; ORTIS E COLS., 2000),
interferindo diretamente sobre a excre¢do urinaria de soédio. O NO funciona como fator
paracrino na macula densa e inibe o feedback tubuloglomerular (WANG E COLS), em
contrapartida, o O, retira o NO revertendo seu efeito no segmento do néfron findando por
reduzir a excre¢ao de sodio, funcionando como regulador fisiologico do transporte tubular
de NaCl no momento em que interfere com a func¢ao do NO.

A sobrecarga de sodio tem se mostrado um agravante de proteintria quando esta ¢é
determinada por outras causas (ALVAREZ E COLS., 2002). No nosso estudo, o aumento
de proteintiria induzido pela sobrecarga de sodio foi semelhante entre os grupos controle e
submetidos a desnutri¢do intra-uterina.

A diurese induzida pela sobrecarga de sddio foi mais importante no grupo controle
do que no grupo submetido & desnutrigdo intra-uterina. E importante ressaltar que este
achado pode apresentar correlagdo com uma menor ingestdo de dgua apresentada pelo
grupo submetido a desnutri¢ao intra-uterina. Por outro lado, apesar do peso corporeo ter se
apresentado elevado neste grupo, o volume plasmatico ndo sofreu alteracdo da sobrecarga

de sodio.
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A sobrecarga de sodio utilizada no presente estudo ndo alterou os niveis
pressoricos do grupo controle, nem mesmo do grupo submetido a desnutri¢do intra-
uterina. Evidéncias prévias demonstram que a sobrecarga de NaCl (1%) substituindo agua
potavel, durante 18 meses, em ratos Wistar, ndo induz elevagdo da pressdo arterial
(LACCHINI E COLS., 1997), podem induzir no entanto alteracdes fisioldgicas tais como,
aumento do estresse oxidativo em microvasos. Tem sido demonstrada sensibilidade
aumentada a ingesta de s6dio como fator predisponente ao aumento da pressdo arterial em
modelos animais (DAHL E COLS., 1968) e humanos hipertensos (WEINBERGUER E
COLS., 1986; LOUIS E COLS, 1971). Um freqliente achado em humanos hipertensos
sensiveis ao consumo de sal ¢ o aumento da retengdo de sédio que ocorre durante um
consumo elevado de NaCl na dieta (KAVASAKI E COLS., 1978; DUSTAN E COLS.,
1986). A retengao de sodio ¢ um fator responsavel pela elevacdo secundaria do volume
sanguineo, o qual, por sua vez eleva o débito cardiaco. Subseqiientemente, devido ao
processo de auto-regulacdo local, a resisténcia vascular periférica (RVP) aumenta
progressivamente, mantendo a pressdo arterial em niveis elevados. Ha relatos em que se
mensurou o débito cardiaco e a RVP durante ingesta baixa e elevada de NaCl em ratos
Dahl sal-sensiveis e Dahl sal-resistentes. Durante o baixo consumo, o débito cardiaco € a
RVP apresentaram-se similares em ambos os modelos. No entanto, durante a ingesta
elevada de NaCl, o débito cardiaco aumentou igualmente em ambos os modelos, enquanto
a RVP diminuiu nos ratos sal-resistentes e aumentou nos sal-sensiveis, sugerindo que a
manuteng¢do da pressao arterial em niveis elevados estd diretamente relacionada aos efeitos
deletérios do sal sobre a vasculatura local (GANGULI E COLS., 1979). Ratos Dahl sal-
sensiveis submetidos a uma dieta de NaCl a 8% durante 4 semanas apresentaram

manutengdo pressao arterial elevada secunddria a aumento no volume sanguineo e debito
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cardiaco. J4 a partir da 8" semana, ocorria redu¢do do débito cardiaco a niveis normais,
sendo a hipertensdo mantida em niveis elevados a partir de aumento da RVP provocada
pelo aumento de volemia (SINCHOM E COLS., 1991).

Existem anormalidades na excre¢do de sodio e na natriurese-pressorica no que
concerne aos eventos que precedem a elevacdo cronica da pressdo arterial em modelos
geneticamente desenvolvidos. Dentre os mecanismos alterados estdo a auto-regulacdo
renal, o que implica em elevacdo do fluxo sanguineo renal e da filtracdo glomerular,
contribuindo para aumento do volume urindrio, a natriurese pressorica. SHR com idade de
3 a 5 semanas ja apresentam alteragdes na natriurese pressorica, sendo o mesmo
observado em ratos Dahl sal-sensiveis apds inducao de hipertensdo a partir da ingesta de
sal (TOBIAN E COLS, 1975; ROMAN E COLS, 1985; ROMAN E COLS, 1986), além de
aumento da reabsor¢do de NaCl na al¢a de Henle (ROMAN E COLS, 1991). Alteragdes
na hemodindmica renal podem participar no reajuste da natriurese pressorica em SHR
jovens (HAAS E COLS, 1984; ROMAN E COLS, 1988). No entanto, a relagdo entre
alteracdes de hemodinamica renal e pressdo de perfusdo se apresentam similares em ratos
Dahl sal-sensiveis e Dahl sal-resistentes, sugerindo que neste modelo diferente do SHR,
anormalidades na natriurese pressorica ocorrem independentemente de alteracdes
adaptativas na hemodindmica renal.

A hemodinamica renal ndo se apresentou alterada em ratos controle submetidos a
sobrecarga de sodio. Por outro lado, os ratos submetidos a desnutricdo intra-uterina
apresentaram hiperfiltracdo, provavelmente devido a um aumento de resisténcia pods-
glomerular, uma vez que a fragdo de filtragdo também se apresentou elevada. A
hiperfiltracdo apresentada pelo grupo DS pode ser parcialmente explicada pela importante

hipertrofia glomerular apresentada por este grupo. E importante ressaltar que a hipertrofia
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glomerular no grupo DS parece ser independente dos niveis pressoricos e do estresse
oxidativo. Neste contexto, ha dados que indicam que a sobrecarga de sodio per se, através
do aumento de fatores de crescimeto como o TGF-3, faz hipertrofia renal e cardiaca (YU
E COLS., 1998). E também importante enfatizar que o grupo CS desenvolveu hipertrofia
glomerular, porém de menor magnitude do que a observada no grupo DS. Corroborando
com a hipotese de que a desnutricdo intra-uterina pode produzir fatores humorais
mitogénicos, (PAIXAO E COLS., 2005) demonstraram que células musculares lisas da
aorta e da artéria renal proliferam mais rapidamente na presenca de soro de ratos
submetidos a desnutri¢do intra-uterina quando comparado com o soro de ratos

normonutridos.
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CONCLUSOES

1) As maes desnutridas apresentaram baixo consumo dietético, assim como, baixo ganho
ponderal durante a prenhez.

2) A desnutrigdo intra-uterina induziu baixo peso no nascimento, que se manteve ainda
durante o desmame e aos 70 dias de vida. Os animais apresentaram também oligonefrenia,
pressdo arterial mais elevada, assim como volume plasmatico e estresse oxidativo renal
mais elevados. No entanto, ndo apresentaram alteragdo nos parametros de hemodinamica
renal. Estes dados sugerem que apesar da retencdo de fluido e estresse oxidativo renal
elevado, alteragdes de hemodinamica renal ndo estdo presentes, possivelmente por se tratar
de animais jovens.

3) A sobrecarga de sddio ndo induziu aumento do volume plasmatico no grupo controle ou
submetido a desnutri¢do intra-uterina; exacerbou o estresse oxidativo renal e a proteinuria,
similarmente, em ambos os grupos, controle e submetido a desnutricdo intra-uterina.
Porém, alterou a filtragdo glomerular, a fragdo de filtracdo e induziu hipertrofia glomerular
apenas no grupo submetido a desnutricdo intra-uterina. Estes dados sugerem, que a
desnutri¢do intra-uterina nao predispde ao balango positivo de sodio, porém predispde a
alteragdes de morfologia renal que sdo compativeis com o desenvolvimento de doencga renal

cronica.
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