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RESUMO

Estudos mostram que a desnutri¢do proteica durante os periodos criticos da vida (gestacao e
lactacdo) é capaz de promover alteracdes cardiovasculares e respiratorias, 0 que pode estar
ligado ao surgimento de doencas na vida adulta, a exemplo da hipertensdo. Porém, os
mecanismos que levam a essas alteracdes ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. A partir
disso, o presente trabalho se prop6s a avaliar se a desnutricdo proteica durante o periodo de
gestacdo e lactacdo € capaz de alterar a neurotransmissdo glutamatérgica em neurdnios de
regides de controle cardiorrespiratério, como por exemplo o nucleo de trato solitario (NTS).
Para isso foram utilizados ratos Wistar provenientes de mées que receberam no periodo
perinatal (gestacdo e lactacdo) dieta normoproteica (NP, 17% de proteina) ou hipoproteica
(HP, 8% de proteina). Nas idades de 1, 22, 30 e 60 dias de vida foi verificada a massa
corporal desses animais. Ao completarem 290g, conforme protocolo, os animais foram
submetidos a uma cirurgia estereotaxica, onde foram implantadas canulas-guia em direcéo ao
NTS. Apds o descanso de 5 cincos dias, os animais foram submetidos a um novo
procedimento cirurgico para a implantacdo de um cateter na artéria femoral, para registro de
pressdo. Para comparacdo entre os grupos foi utilizado teste t-Student ndo pareado e
considerado um nivel de significancia de p<0,05. Os dados estdo expressos em média:EPM.
Todos o0s procedimentos foram aprovados pelo CEUA/UFPE (processo n°
23076.047690/2015-77). Foi possivel observar que a massa corporal da prole de ratos
submetidos a desnutricdo proteica no periodo de gestacdo e lactacdo foi inferior ao controle
em todas as idades avaliadas. Além disso, foram observadas diminuicéo sérica de albumina e
proteinas totais em ambas as idades e um aumento na glicose sanguinea aos 22 dias, houve
uma diminuicao dos triglicerideos aos 22 dias seguido de um aumento aos 30 dias. Ademais,
foi visto que a pressao arterial (PA) basal foi maior no grupo HP. Em relagdo a resposta dos
grupos a microinjecao de L-glutamato, o grupo de animais desnutricdo apresentou uma maior
resposta. Esses dados sugerem que a prole de ratos provenientes de maes submetidas a
desnutricdo proteica na idade adulta pode apresentar uma maior sensibilidade ao
neurotransmissor L-glutamato e, tal fato, pode estar associado a uma maior resposta a esse
neurotransmissor.

Palavras-chave: Desnutricdo proteica. Hipertensdo. Neurotransmissores. Pressao arterial.



ABSTRACT

Studies show that protein malnutrition during critical periods of life (gestation and lactation)
is able to promote cardiovascular and respiratory changes, which may be related to the onset
of diseases in adulthood, such as hypertension. However, the mechanisms that lead to these
changes are not yet fully understood. From this, the present study aims to evaluate if protein
malnutrition during pregnancy and lactation is able to alter glutamatergic neurotransmission
in neurons of cardiorespiratory control regions, such as the nucleus of the solitary tract (NTS).
Wistar rats were obtained from mothers who received a normoprotein (NP, 17% protein) or
low proteic diet (HP, 8% protein) in the perinatal period (gestation and lactation). At the ages
of 1, 22, 30 and 60 days of life the body mass of these animals was verified. After weighting
290 g, according to the protocol, the animals underwent stereotactic surgery, which guide
cannulas were implanted toward the NTS. After 5 days, the animals were submitted to a new
surgical procedure for the implantation of a catheter in the femoral artery for pressure
recording. A non-paired Student t-test was used to compare the groups and a significance
level of p <0.05 was considered. Data are expressed as mean+SEM. All procedures were
approved by CEUA / UFPE (dossier n° 23076.047690 / 2015-77). It was possible to observe
that the body mass of offspring rats submitted to protein malnutrition in the perianaltal period
was lower than the control at all ages evaluated. In addition, serum albumin and total protein
levels were observed at both ages and an increase in blood glucose at 22 days, triglycerides
decreased at 22 days followed by an increase at 30 days. In addition, it was seen that basal
blood pressure (BP) was higher in the LP group. Regarding to microinjection response of L-
glutamate, the LP group presented a greater response. These data suggest that the offspring
rats from mothers subjected to protein malnutrition in adulthood may present a greater
sensitivity to the neurotransmitter L-glutamate and, therefore, may be associated with a
greater response to this neurotransmitter.

Keywords: Blood pressure. Hipertension. Neurotransmitter agents. Protein malnutrition.
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1 INTRODUCAO

Globalmente, as doencas cardiovasculares representam cerca de 17 milhdes de mortes
por ano, o que simboliza quase um terco do total. Dentre esses valores, a hipertensdo
representa 9,4 milhGes de mortes a cada ano. Outro dado importante que a OMS nos traz € de
que no ano de 2008, aproximadamente 40% dos adultos maiores de 25 anos foram
diagnosticados com hipertensdo (WHO, 2013). Deficiéncias nutricionais e modificacdes no
ambiente durante os periodos de gestacdo e lactacdo, periodos que sdo considerados criticos
do desenvolvimento, geram riscos consideraveis para o desenvolvimento de doengas
cardiovasculares na vida adulta (ALVES et al., 2014; LUCAS, 1998; VICTORA et al., 2008;
VON EHR; VON VERSEN-HOYNCK, 2016; WELLS, 2012). A desnutri¢do proteica ¢ um
exemplo prevalente de disturbio nutricional nos paises em desenvolvimento, sendo um dos
fatores ndo genéticos que mais interfere no desenvolvimento normal de drgdos e tecidos
(BARKER, 1990).

Alteracbes nutricionais como a desnutricdo proteica, parecem estar associadas ao
aparecimento de doencas cardiovasculares na vida adulta, também levando as alteracfes na
massa corporal de animais que passaram por uma restricdo de proteinas durante o periodo
perinatal. Essas alteracdes podem ser explicadas através da plasticidade fenotipica, que pode
ser definida como a habilidade de um organismo alterar o fen6tipo de acordo com alteracoes
ambientais, sem que haja alteracbes genéticas (WEST-EBERHARD, 2005). Entretanto, as
adaptacdes geradas sobre o sistema cardiorrespiratorio, através das alteracbes ambientais,
ainda ndo estdo totalmente compreendidas.

Estudos experimentais com animais mostram uma relacdo consistente entre a
existéncia de um vinculo de causa e efeito entre as condi¢Ges de estresse e desnutrigdo no
utero, ou durante o periodo inicial do desenvolvimento, o que pode ser um importante fator de
risco para o surgimento de doencas cronicas e degenerativas associadas, como a sindrome
metabdlica na idade adulta (SAWAYA; LEANDRO; WAITZBERG, 2013).

E mostrado que nos vertebrados o glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio
do SNC (FOLEY, 1998; MELDRUM, 2000; ZHOU; DANBOLT, 2014), A ativacdo
simpatica, assim, é dada através da ativacao de receptores glutamatégicos a partir da presenca
do neurotransmissor glutamato. Através de indicios, pode-se suspeitar que 0 aumento
pressorico € dado atraves da hiperativagdo simpética, o que pode ser desencadeado através de
uma maior quantidade desse neurotransmissor. As informac6es sobre a PA sdo recebidas e

interpretadas no SNC (MACHADO et al., 1997), através de nucleos que estdo localizados no
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tronco cerebral e também no cérebro. Esses nlcleos sdo responsdveis por receberem as
informacdes dos barorreceptores e quimiorreceptores, e de levarem as informacgdes ao NTS,
que € o primeiro nucleo que ira receber as informagbes aferentes (URBANSKI; SAPRU,
1988), para posteriormente as informacdes seguirem para outros nucleos do SNC.

O NTS é um ndcleo localizado no tronco encefélico, onde é divido em 3 porgdes que
sd0: NTS rostral, NTS intermediério e 0 NTS comissural ou caudal. Em todas as porc¢@es do
NTS estdo envolvidas na participacdo do controle cardiorrespiratorio, no entanto, as porgoes
intermediarias e comissural do NTS sdo as que mais atuam no controle cardiovascular e
respiratdrio, isso porque as porcdes posteriores sdo as primeiras a receberem as aferéncias de
quimiorreceptores e barorreceptores (LOEWY, 1990). A partir disto, o presente estudo busca
entender os mecanismos subjacentes a desnutri¢do proteica perinatal sobre o controle central

do sistema cardiorrespiratério e sua relagdo com o surgimento da hipertenséo arterial.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Ambiente perinatal e plasticidade fenotipica

Estudos epidemioldgicos mostram uma associagdo entre eventos durante o inicio da
vida, periodo considerado “sensivel” ao desenvolvimento, ¢ o desenvolvimento de doencas
cardiovasculares e metabolicas na idade adulta (LUCAS, 1998; VICTORA et al., 2008; VON
EHR; VON VERSEN-HOYNCK, 2016; WELLS, 2012). A ingestdo inadequada de nutrientes
durante o periodo fetal est4 associada a varias alteragdes na prole a partir do nascimento até
idades posteriores, tais como 0 baixo peso ao nascer e déficit de maturacdo e crescimento,
bem como a predisposi¢do as doencas cardiometabdlicas na vida adulta (BATESON et al.,
2004). Os fendmenos de crescimento e desenvolvimento dos sistemas fisioldgicos séo
influenciados de forma relevante por diversos fatores, como estresse, alcool, fumo, farmacos,
hipoxia, atividade fisica e condi¢do nutricional (CLAPP, 2006; GLUCKMAN; HANSON,
2007; GLUCKMAN; HANSON; BEEDLE, 2007).

O organismo possui necessidades nutricionais, cada tecido possui sua necessidade
energética especifica, e essas necessidades variam de acordo com a fase do desenvolvimento
em que o individuo se encontra e também as diversas situacdes ambientais. O cérebro, por
exemplo, possui uma necessidade energética voltada ao metabolismo glicolitico, uma vez que
o0s acidos graxos ndo conseguem atravessar a barreira hematoencefalica, para serem utilizados
como fonte energética. As fontes energéticas surgem de varias formas, porém depende do
periodo do desenvolvimento. Durante o periodo de gestacdo e lactacdo a fonte de substratos
energéticos necessaria para o desenvolvimento depende do aporte nutricional da mae
(CONTRERAS et al., 2008). Durante a restrigdo alimentar materna, pode ocorrer um prejuizo
na trajetdria fetoplancentéria do crescimento, o que resulta na modificacdo do padrdo de
crescimento do feto. A desnutricdo proteica materna pode levar a uma alteracdo do eixo
Hipotalamo-Pituitaria-Adrenal (APH) do feto, assim podendo desenvolver um aumento da
pressao arterial na vida adulta (GEORGIEFF, 2007) e também alteracbes como 0 aumento do
tonus simpatico (BARROS et al., 2015).

No entanto, as influéncias ambientais ndo interferem no padrdo genético, e sim no
fator transcricional dos genes, que sdo responsaveis pela produgdo de proteinas especificas.
Assim, o ambiente encontra-se intimamente relacionado e pode modelar o comportamento
humano (SAWAYA; LEANDRO; WAITZBERG, 2013). Essas alteragdes no

desenvolvimento podem ser explicadas atraves da plasticidade fenotipica, que pode ser
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definida como a habilidade de um organismo reagir a mudancas do meio ambiente interno e
externo, como forma, estado, movimento e alteragdes na atividade sem alteragdes genéticas
(WEST-EBERHARD, 2005).

O termo “plasticidade fenotipica” € usado para explicar a ontogénese, ou seja, O
desenvolvimento de um organismo onde os fatores ambientais podem gerar ajustes no
fendtipo que permanecem por toda vida (GLUCKMAN; HANSON, 2007). Associa-se
frequentemente as alteracdes funcionais e/ou estruturais dos érgdos como coragédo, encéfalo,
rins e vasos sanguineos e também as alteracGes metabodlicas, com consequente aumento do
risco de eventos cardiovasculares fatais e ndo fatais (MALTA et al.,, 2014). Esses
acontecimentos podem ser explicados através do conceito de “fendtipo poupador”, em que, 0
feto é capaz de se adaptar e sobreviver em um ambiente nutricional pobre, mesmo que para
iSso seja necessario reduzir o seu crescimento somatico (HALES; BARKER, 2001). Essas
adaptacGes sdo benéficas ao curto prazo, por garantir a sobrevivéncia da espécie, porém
podem gerar alguns custos ao longo prazo, através de alteracbes fenotipicas erisco de
aparecimento de doencas cardiometabolicas (GLUCKMAN et al., 2009).

A plasticidade fenotipica € importante em todas as fases da vida, por fornecer ao
individuo a habilidade de reorganizar os sistemas de regulacdo em resposta as pressdes
imediatas de mudancgas ambientais, conferindo uma vantagem adaptativa ao organismo. O
efeito da subnutricdo materna sobre o filho, por exemplo, implica posteriormente em uma
suscetibilidade para o aparecimento precoce de obesidade. Até entdo se sabe que varios
insultos ambientais podem ocasionar esse fenébmeno adaptativo, no entanto 0s mecanismos
que promovem as mudancas pré-natais que podem desenvolver alteracGes funcionais na vida
pos-natal ainda ndo estdo bem esclarecidos (HSIAO; PATTERSON, 2012).

Um adequado suprimento nutricional é imprescindivel para a manutengdo apropriada
do crescimento de todos os sistemas organicos, bem como o pleno desenvolvimento de suas
respectivas fungdes, visto que a disponibilidade e a utilizagdo de nutrientes interferem no
padrdo de diviséo celular, determinado geneticamente. A nutrigdo se faz importante para a
formacdo do cérebro, sendo a base para o desenvolvimento das capacidades cognitivas,
motoras e socio-emocionais, sendo importante especialmente durante o periodo de gestacdo e
infancia, consistindo periodos crucias do desenvolvimento (PRADO; DEWEY, 2014).

Ha anos a desnutri¢do proteica vem sendo associada a alteragdes na prole e também a
alteracbes na vida adulta, bem como o aparecimento de determinadas doengas. Segundo
Widdowson e Mccance (1960) a desnutricdo nos periodos de gestacéo e lactacdo é capaz de

alterar o tamanho de ratos adultos. Snoeck et al. (1990) nos mostram que esse evento, da
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desnutricdo proteica perinatal, também é capaz de diminuir a vascularizacdo no pancreas, e 0s
autores Garofano, Czernichow e Bréant (1997) sugerem que a desnutri¢do proteica é capaz de
reduzir o numero de ilhotas e células P-pancreatica, bem como diminuir a producdo de
insulina. Alteragdes no tamanho, vascularizacdo do pancreas e nas células pancreaticas, bem
como outras alteracGes, podem gerar alteragdes nos mecanismos de regulacdo da PA, assim
podendo levar ao aumento da PA.

2.2 Principais mecanismos de regulacao da pressao arterial

O controle da PA é dado por varios mecanismos, porém o mais importante dos
mecanismos reflexos sdo os barorreceptores, também chamados de pressorreceptores. Eles
sdo constituidos por terminacdes nervosas livres, que se situam na adventicia de grandes
vasos, artéria aorta e artéria cardtida, onde sdo estimulados por deformacgdes das paredes
desses vasos, normalmente provocadas pela onda de pressdo e pelas caracteristicas mecano-
elasticas da parede (IRIGOYEN; CONSOLIM-COLOMBO; KRIEGER, 2001).

Os barorreceptores sao 0 mecanismo nervoso mais conhecido. Ele atua através do
reflexo de receptores de estiramento, que estdo localizados em pontos especificos das paredes
de diversas grandes artérias sistémicas, estando principalmente no seio carotideo e no arco
adrtico. O aumento da PA desencadeia um estiramento nos barorreceptores fazendo com que
essa informacdo seja transmitida para o SNC. A resposta do SNC, sobre esse acontecimento, é
dada através de sinais de “feedback” que é enviada do SNC até que haja a normalizagdo da
PA. As respostas dos barorreceptores adrticos sdo semelhantes as dos receptores carotideos
(GUYTON; HALL, 2011).

Os barorreceptores respondem rapidamente as variagdes da PA. O primeiro nucleo que
recebe 0s sinais de barorreceptores no SNC é o NTS, que esta localizado no bulbo. Para que
haja o controle da PA os sinais secundarios inibem o centro vasoconstritor bulbar e excitam o
centro parassimpatico vagal. Os efeitos dessa resposta sdo vasodilatacdo das veias e arteriolas
em todo o sistema circulatério periférico e também diminuigdo da FC e da forca de contracéo
cardiaca. A queda de pressdo nos barorreceptores provoca um reflexo imediato, resultando em
uma descarga simpatica em todo o corpo, dessa forma regulando a PA (GUYTON; HALL,
2011).

A PA também ¢é regulada pela acdo dos quimiorreceptores, que sdo células sensiveis a
reducdo de oxigénio e ao excesso de dioxido de carbono e ions de hidrogénio. Estes tem um

intimo contato com o sangue arterial, e tem o papel de excitar as fibras nervosas, que junto
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com as fibras barorreceptoras, passam pelos nervos de Hering e pelos nervos vagos, dirigindo-
se para 0 centro vasomotor do tronco encefélico. Os quimiorreceptores sdo estimulados
através da reducdo do fluxo sanguineo, dessa forma provocando a reducdo dos niveis de
oxigénio e o0 acumulo de diéxido de carbono de ions hidrogénio que nao sdo removidos pela
circulacdo (GUYTON; HALL, 2011).

A complexa interacdo dos sistemas fisiologicos depende de fatores genéticos e
ambientais como, por exemplo, a atividade fisica ou a variacdo de dieta. Os mecanismos de
regulacdo ao curto prazo englobam os reflexos cardiovasculares. Dessa forma, a informacéo
periférica detectada por receptores especificos, é processada no SNC e volta a periferia por
subdivisdes eferentes do sistema nervoso autbnomo (SNA): sistema nervoso simpético
(SNAS) e sistema nervoso parassimpatico (SNAP), para manter a homeostase (MACHADO
et al., 1997). Estudos do nosso laboratério mostram um aumento na pressao de ratos aos 90
dias (ALVES et al., 2014, 2015; COSTA-SILVA et al., 2015), o que é sugerido através de um
aumento do ténus simpaético, nessa idade (BARROS et al., 2015). No entanto, 0s mecanismos
fisiopatoldgicos da hipertensdo em individuos que sofreram desnutricdo proteica perinatal

ainda ndo estao totalmente esclarecidos.

2.3 Desnutricao proteica perinatal e hipertenséo arterial

As proteinas sdo moléculas de grande importancia celular que se configuram como
componentes estrutural e funcional em todas as células. Assim, uma vez adquiridas por meio
da dieta, as mesmas fornecem aminoéacidos, que sdo unidades bésicas da estrutura molecular,
as quais participam de diversos eventos, conforme a demanda orgéanica. No tecido nervoso, 0s
neurdnios e células da glia realizam, dentre outras atividades celulares, sintese de moléculas a
partir dos aminoacidos sdo elementos essenciais para a sintese de neurotransmissores ou
sinalizadores quimicos (SAWAYA; LEANDRO; WAITZBERG, 2013).

A desnutricdo proteica materna neonatal esta associada com o menor estoque de
nutrientes maternos e, consequentemente, a menor transferéncia de nutrientes para os filhotes
(ZHAN et al., 2007). As alteracBes que podem ser geradas atraves de evento no periodo
perinatal estdo relacionadas ao decréscimo do crescimento pés-natal (ZHAN et al., 2007) e
também esta relacionado a alteragcbes no metabolismo e funcionamento de Orgdos desses
animais.

Diversos estudos experimentais e epidemioldgicos tém demonstrado que a desnutri¢éo

proteica, durante o periodo de gestacdo e lactacdo, tem forte relacdo com o surgimento da
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hipertensdo na vida adulta (FRANCO et al., 2008; JOHANSSON et al., 2007; LANGLEY-
EVANS; WELHAM; JACKSON, 1999). O surgimento da hipertensdo arterial na vida adulta
é sugerido pelo aumento da atividade simpatica (BARROS et al., 2015; FRANCO et al.,
2008), dessa forma gerando um aumento da pressao arterial aos 90 dias (ALVES et al., 2014),
0 que posteriormente pode levar a instalacdo da hipertensdo. A hiperatividade simpatica, que é
sugerida como uma causadora do amento pressérico na idade adulta, pode estar relacionada
com o controle exercido pelo NTS, uma vez que € o primeiro nucleo a receber as informacdes
aferentes de controle cardiorrespiratorio (URBANSKI; SAPRU, 1998). Além disso, tambeém é
discutido a participagdo de outros mecanimos que podem estar associados a esse aumento
pressorico, como disfungdes renais (KEIJZER-VEEN, 2005), redugdo da filtracdo glomerular
e disfuncdes no sistema renina-angiotensina-aldosterona (CHEN et al., 2010; SIDDIQUE et
al., 2014), que a longo prazo pode gerar um aumento pressorico.

Alteracfes no ambiente perinatal, como a desnutricdo proteica, pode estar relacionada com
alteracbes neuronais, que podem levar ao aumento da atividade simpética e posteriormente
um aumento da pressdo arterial. Essas alteracdes neuronais decorrentes da desnutricdo
protéica perinatal, que podem levam ao aumento da atividade simpatica, pode ter relacdo com
a neurotransmissdo glutamatérgica, uma vez que o glutamato é principal neurotransmissor
excitatorio do SNC (FOLEY et al., 1998; MELDRUM, 2000; ZHOU, DANBOLT, 2014).

2.4 Desnutricdo proteica perinatal, glutamato e 0 SNC

O crescimento e desenvolvimento dos constituintes do sistema nervoso, como
neurbnios e células da glia, dependem do aporte adequado de todos os nutrientes, porém
alguns parecem ter maior efeito durante a vida fetal tardia e durante a fase neonatal
(JORDAN; KONNER; BRUNING, 2010). A nutricdo é especialmente importante durante a
gestacdo e inféancia, que sdo os periodos cruciais para a formacao do cérebro. Uma nutrigcdo
adequada € um aspecto esperado pelo cérebro, para que haja o desenvolvimento normal
(NELSON, 2007), sendo necesséria desde o inicio para a formagdo da placa neural e do tubo
neural (PRADO; DEWEY, 2014).

O tronco cerebral é considerado o principal local de integracdo de informagdes para
uma agéo tonica ou fascia sobre o sistema cardiovascular. A regulacéo da atividade cardiaca e
da circulagdo periférica pelo SNC, sendo acompanhada pela ativacdo de grupos de neurbnios
localizados principalmente, mas ndo exclusivamente, no tronco cerebral (RASIA-FILHO;
RIGATTO; LAGO, 2004). Em ratos, a desnutricdo imposta durante o periodo critico de
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desenvolvimento, como a lactacdo, induz efeitos permanentes sobre o nimero de neurdnios,
tamanho do cérebro, comportamento, aprendizagem e memdria (BARRETO-MEDEIROS et
al., 2004, 2005, 2012).

As aferéncias dos barorreceptores arteriais, quimiorreceptores periféricos e receptores
cardiopulmonares, fazem as suas primeiras sinapses no NTS, localizado no tronco cerebral
(PALKOVITS; ZABORSZKY, 1977). O primeiro nicleo que recebe as respostas aferentes no
SNC ¢é o NTS, sendo uma regido chave na modulacdo da atividade cardiovascular e
respiratoria (MACHADO et al., 1997).

O glutamato é um aminoacido ndo essencial, utilizado como neurotransmissor por
mais da metade das terminacGes nervosas do cérebro. Na maior parte das vezes atua como
sinalizador excitatério. A disponibilidade de nutrientes no inicio da vida é capaz influenciar
ndo apenas o0 aspecto estrutural e a neuroanatomia, mas também a neuroquimica e a
neurofisiologia (SAWAYA,; LEANDRO; WAITZBERG, 2013). Estudos mostraram que a
microinje¢do do L-glutamato no NTS de ratos anestesiados promove respostas semelhantes
aquelas quando da ativacdo dos barorreceptores, ocasionando uma hipotensdo seguida de
bradicardia, sugerindo entdo que o L-glutamato é o neurotransmissor liberado pelos aferentes
barorreceptores no NTS (COLOMBARI; TALMAN, 1995; TALMAN; PERRONE; REIS,
1980).

Diversas evidéncias experimentais sugerem que as vias neurais ativadas pela excitagéo
dos quimiorreceptores periféricos envolvem uma projecdo direta do NTS para o0 RVLM (via
simpato-excitatoria), a qual promove resposta pressora (URBANSKI; SAPRU, 1988),
enquanto que outra via neural ativada pelos quimiorreceptores periféricos envolve uma
projecdo do NTS para o nucleo ambiguo, promovendo uma resposta de bradicardia
(parassimpato-excitatoria). Um dos mais estudados neurotransmissores, que esta envolvido
nas vias aferentes cardiovasculares é o L-glutamato, um aminoacido excitatério. A partir do
NTS, neurdnios projetam-se para outras estruturas bulbares, tais como a area bulbar ventro
lateral rostral (RVLM), area bulbar ventro lateral caudal (CVLM) (URBANSKI; SAPRU,
1988) e nucleo ambiguo (STUESSE; FISH, 1984), as quais sdo responsaveis pela geragdo da
atividade autonémica.

Alteracdes na PA também tém sido associadas a alteracGes respiratorias, em animais
que sofreram desnutricdo proteica perinatal. Ambas as alteracdes, de pressdo arterial e
respiratoria, podem ser desencadeadas por um aumento na atividade simpatica (ALVES et al.,
2015). Também tem sido demonstrado que a modulacdo respiratoria pode ter participacdo no
surgimento da hipertensdo (ALVES et al., 2014, 2015; COSTA-SILVA et al., 2015). Estudos
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sugerem que 0s neurdnios respiratorios, que estdo no tronco enceféalico poderiam modular o
sistema cardiovascular, 0 que aumentaria a respiracdo e posteriormente levaria ao aumento
pressorico atraves do SNC (COSTA-SILVA; ZOCCAL; MACHADO, 2012). O glutamato
tem participacdo na modulacdo da atividade simpatica dos sistemas cardiovascular e
respiratorio, uma vez que é o principal neurotransmissor excitatorio, essa modulagdo pode ser
gerada através da presenca do glutamato e a sua relagdo com o seu receptor, assim a
neurotransmissao glutamatérgica pode ter relacdo com o aumento da atividade simpatica, o
que pode levar ao aumento pressorico e a alteracdes respiratorias em animais que sofreram

desnutri¢do proteica no periodo de gestacéo e lactacao.
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3 JUSTIFICATIVA

Distarbios nutricionais sdo prevalentes nos paises que estdo em processo de
desenvolvimento. Segundo Barker (1990), a desnutricdo é um dos fatores ndo genéticos que
mais interfere no desenvolvimento normal de 6rgdos e tecidos. Através da relevancia que a
nutricdo adequada tem como fator decisivo para o desenvolvimento normal e também da
funcionalidade do mesmo € indispensavel o esclarecimento dos mecanismos que
proporcionam o aumento da PA e posteriormente leva a instalacdo da hipertensdo (ALVES et
al., 2015; COSTA-SILVA et al., 2015), além do surgimento de doenc¢as metabdlicas na vida
adulta (VON EHR; VON VERSEN-HOYNCK, 2016). Através da forte relagio que ha entre
0s eventos durante o periodo perinatal e o aparecimento de doencas na vida adulta, se faz
importante o entendimento dos mecanismos que geram alteracdes que levam as doencas na
vida adulta.

A partir disso, se faz importante o entendimento dos processos que levam ao
surgimento de doencas cardiometabdlicas para que hajam melhores estratégias que levem ao
tratamento e prevencdo das mesmas. Uma vez que a hipertensdo é uma doenca de alta
prevaléncia é importante o entendimento dos seus mecanismos etiolégicos. O presente
trabalho pretende avaliar a relacdo entre o neurotransmissor glutamato e o NTS. Através do
conhecimento e do entendimento dos mecanismos que levam ao surgimento da hipertensao é
de grande importancia para a criagdo de métodos para o tratamento e prevencdo dessa
condicdo, que possui uma alta prevaléncia no Brasil e no mundo. Além de melhorar a
qualidade de vida desses individuos, também podera haver uma melhora na utilizacdo do
dinheiro publico destinado a populacdo com essa condi¢éo.
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4 HIPOTESE

A desnutricdo proteica durante o periodo de gestacédo e lactacdo induz ao aumento da

neurotransmissao glutamatérgica no nucleo do trato solitario da prole de ratos adultos.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da desnutricdo proteica perinatal sobre a neurotransmissdo
glutamatérgica do nucleo do trato solitario da prole de ratos adultos provenientes de mées que

receberam dieta hipoproteica durante a gestacéo e lactacéo.

5.2 Objetivos especificos

e Avaliar o ganho de massa corporal dos animais nas seguintes idades: 1°, 22°, 30° e 60
dias de vida, para fins de comparacéao entre 0S grupos.

e Analisar os pardmetros bioquimicos de albumina, proteinas totais, glicose, colesterol
total e triglicerideos, nas idades de 22 e 30 dias.

e Investigar a resposta da microinjecdo de L-glu no NTS sobre variaveis hemodinamicas
(PAP, PAM e FC) e ventilatérias de ratos adultos (FR).
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6 METODOS

6.1 Animais e manipulacao nutricional

Ratas albinas primiparas da linhagem Wistar, provenientes do biotério do Centro
Académico de Vitoria da UFPE, foram acasaladas com ratos machos na proporcéo de 1:1. A
observacao da presenca de espermatozoides no esfregaco vaginal foi usada para definir o 1°
dia de prenhez. A partir da determinacdo da prenhez, as ratas foram colocadas em gaiolas
individuais e alocadas aleatoriamente em suas respectivas dietas.

Para a manipulagéo nutricional foram utilizados dois tipos de dieta de acordo com a
AIN-93 (REEVES et al., 1993):

- Grupo NP: recebeu dieta normoproteica (17% de proteina) durante todo o periodo de
gestacédo (aproximadamente 21 dias) e de lactacdo (21 dias);

- Grupo HP: recebeu dieta hipoproteica (8% de proteina) durante todo o periodo de gestacdo
(aproximadamente 21 dias) e de lactacdo (21 dias).

As dietas confeccionadas foram isocaloricas, com alteracdo no contetido de proteina e
suas composi¢des quimicas estdo descritas na TABELA 1. A prole proveniente destas fémeas
foi reduzida a 8 ratos machos por ninhada. Nos casos da ninhada ter sido composta por menos
de 8 ratos machos, ratas fémeas foram utilizadas para padronizacdo do tamanho da ninhada.
Apdbs o desmame (ao 22° dia de vida), os animais foram mantidos em gaiolas coletivas, com
agua e racdo padrao de biotério (Presence, Sdo Paulo, Brasil) ad libitum. Apds o desmame as
ratas fémeas e 0s machos utilizados para obtencdo da prole foram eutanasiados com uma
overdose de anestésico (tiopental 50mg/Kg), bem como a prole de fémeas.

A temperatura e a umidade foram mantidas dentro dos limites de 22 a 25 °C e 55 a
65%, respectivamente. Os experimentos de microinjecdo foram realizados na prole entre 70-
90 dias de vida. Apds os protocolos experimentais, 0s animais foram eutanasiados por
overdose de anestésico (tiopental 50mg/Kg).

Os protocolos e procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
de Uso Animal (CEUA) de n° 23076.047690/2015-77 (Anexo 1) e seguiu as recomendacdes
do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA).
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TABELA 1 - Composic¢ao das dietas (g/100g de dieta)
Nutriente (g) Normoproteica (17% de proteina) Hipoproteica (8% de proteina)

Caseina (85%)*

Amido dextrinizado 20 9,41
Celulose 13 13,2
Sacarose 5 5
Amido 10 10
Oleo de soja 39,74 50,34
Colina 7 7
Metionina 0,25 0,25
Mix vitaminico 1 1
Mix mineral 35 35
Densidade energética (kcal/g) 3,94 3,94

Fonte: AIN-93 (REEVES et al., 1993)
Nota: * A caseina utilizada continha 85% de pureza, analisada pelo método de Kjeldahl.

6.2 Avaliacdo do peso da prole

A partir do 19° dia de prenhez até o parto, as mées foram observadas trés vezes por dia
(@s 9h, 14h e 18h), a fim de registrar a data do nascimento dos filhotes. No 1°, 22°, 30° e 60°
dias de vida foram registrados o peso das proles para comparacdo dos grupos e verificacao da
inducdo de desnutricao.

A partir do 70° até o 90° dia de vida, os animais foram pesados 3x/sem, com a
finalidade de dar inicio as avaliacGes funcionais, idade média que os animais atingiam a

massa corporal de aproximadamente 290g, mas sem fins de comparacéo.

6.3 Analise bioquimica

Aos 22 e 30 dias de idade, os animais de ambos 0s grupos passaram por jejum

overnight e, em seguida, foram anestesiados com ketamina (80mg/kg) e xilazina (10mg/kg)
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i.p. para coleta de amostras de sangue através de perfuracdo do plexo retro-orbital, visando a
comparacdo dos grupos e verificacdo da inducédo de desnutricdo. As amostras de soro foram
coletadas para quantificacdo de proteinas totais, albumina, glicose de jejum, triglicerideos e

colesterol total, utilizando-se, para isso, Kits comerciais (Labtest Diagnostica SA).

6.4 Procedimento cirdargico estereotaxico

Cinco dias antes dos experimentos de microinjecdo, os animais do grupo NP ou HP
entre 70-90 dias de vida foram anestesiados com ketamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg)
i.p. e posicionados em aparelho estereotaxico (David Kopf, Tujunga, CA) e duas canulas-guia
em ac¢o inox (15 mm de extensdo) foram implantadas em direcdo ao NTS (antero-posterior: -
14 mm; latero-lateral: +/-0.5 mm; e dorso-ventral: -9 mm em relagdo ao bregma) de acordo
com as coordenadas descritas no atlas de Paxinos e Watson (1997). As canulas-guia foram
fixadas ao 0sso com resina acrilica odontolégica e um fio de aco foi mantido dentro de cada
canula-guia para evitar a oclusdo das mesmas. Ao término do procedimento cirdrgico, 0s
animais receberam injecdo profilatica subcutanea (1mL/kg) de antibidtico (Pentabidtico
veterindrio - 2400 UIl) e intramuscular de antiinflamatorio (Cetoprofeno — 0,1mL)
(MACHADO et al., 2004).

6.5 Procedimento cirurgico para implante de cateter em artéria femoral

Apls recuperacdo cirdrgica de cinco dias da estereotaxia, 0s animais foram
anestesiados com ketamina (80 mg/kg, i.p.) e xilazina (10 mg/kg, i.p.), e em seguida, foi
realizada uma cirurgia para implante de cateter de polietileno em artéria femoral para registro
da pressdo arterial. Os registros da pressdo arterial e da frequéncia cardiaca foram realizados
em animais ndo-anestesiados por meio da conexdo da cénula da artéria femoral com o
transdutor mecanoelétrico de pressdo, cujo sinal foi devidamente amplificado (ML866/P,
ADInstruments, Power Lab, Bella Vista, NSW, Australia), digitalizado por meio de uma
interface anal6gico/digital e amostrado a 2000 Hz em um microcomputador equipado com um
software apropriado (LabChartTM Pro, ADInstruments, Bella Vista, NSW, Australia), para
posterior analise. A PAM e FC foram derivadas da PAP por meio deste sistema de aquisig&o.

6.6 Protocolo de microinje¢éo no NTS
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Apobs repouso cirargico de 18-24h da canulagdo, foi iniciado o protocolo de
microinjecdo onde, inicialmente, os animais do grupo NP ou HP passaram por um periodo de
1 hora de adaptacdo nas camaras de registro e, em seguida, receberam microinjecoes bilaterais
de L-glutamato (0.5 nmol/50 nL; MORAES et al., 2011) no NTS, com um intervalo de 10
minutos entre elas. As microinje¢des foram feitas utilizando-se uma seringa de Hamilton de 1
pl conectada a uma cénula injetora (30 G curta, Unoject, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) por meio
de um tubo de polietileno PE-10. A canula injetora utilizada foi de 2,0 a 2,5mm mais longa
que a canula-guia, com o intuito de que as microinjecdes fossem realizadas exatamente no
sitio pretendido. Os efeitos sobre a pressdo arterial, a frequéncia cardiaca e a ventilagdo
pulmonar foram continuamente registrados e analisados posteriormente. Apds o término do
procedimento experimental, foi microinjetado o corante azul de metileno para averiguacao

das regides onde ocorreram as microinjecoes.

6.7 Perfuséo transcardiaca, crioprotecao e histologia

Os animais foram profundamente anestesiados com ketamina (80mg/kg) e xilasina (10
mg/kg) i.p. O efeito do anestésico foi confirmado atraves do reflexo palpebral passando-se a
pinca oftalmica de seccdo curva em frente ao olho do animal, o ndo piscar, somado a auséncia
dos reflexos de preensdo, foi o sinal para o inicio da cirurgia. Esta foi realizada com o animal
deitado com a regido ventral voltada para cima e devidamente fixado pelos membros
anteriores em superficie apropriada.

Suspenso o tecido da regido ventral na linha mediana, um corte foi realizado a partir
da regido abdominal até a toracica. A partir do processo xifdide foi efetuado um corte em
forma de “V” na musculatura e costelas, abrindo a cavidade tordcica de maneira que
expusesse 0 coragdo e permitindo o acesso ao ventriculo esquerdo, onde foi introduzida a
canula para a perfusdo a qual estava presa a area por uma pinca de keller. Afastando-se os
pulmdes, a aorta descendente foi pin¢ada impedindo, assim, que toda a sua area de irrigacao
fosse perfundida. A bomba peristaltica, na qual a cénula estava acoplada, foi acionada
mantendo-se a velocidade de infusdo da solu¢do compativel com a manutencédo da integridade
dos vasos sanguineos. Foram infundidos 100mL de solug&o salina (NaCl, 0,9%) inicialmente
a temperatura ambiente para remocao sanguinea dos vasos, evitando a formacao de coédgulos e
proporcionando a correta penetragdo do fixador nos tecidos. Em seguida, foram infundidos
400 mL de solucdo fixadora (4% de paraformoldeido, pH 7,4), em uma velocidade de

120mL/min. A chegada do fixador na regido dos membros anteriores foi constatada pela
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contragcdo destes, entdo foi adicionado gelo sobre a cabeca do animal para minimizar a
degradacéo proteica.

Ao final da infusdo os troncos fixados foram retirados do cranio e imersos na mesma
solucdo fixadora acrescida de sacarose (20%) durante 4 horas. Em seguida, foram
armazenados em solucdo crioprotetora (Tampé&o fosfato de sédio PBS - mais sacarose 20%)
por 24 h. Posteriormente os troncos foram criosseccionados em cortes coronais de 40pm

utilizando-se criostato de congelamento (Leica) e corados com azul de toluidina.

6.8 Analise dos dados

Os resultados foram expressos como média + EPM. A andlise de normalidade da
amostra foi realizada por meio do teste de Shapiro-Wilk. A comparacdo entre os dados do
grupo NP e do grupo HP foi realizada pelo teste “t” de Studentndo-pareado. O nivel de

significancia foi considerado quando p<0,05.
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7 RESULTADOS

7.1 Massa corporal

Avaliando a massa corporal da prole de ratos submetidos a desnutricdo proteica
perinatal, observou-se que 0s animais que sofreram a desnutri¢cdo proteica durante o periodo
de gestacdo e lactacdo, apresentaram uma menor massa corporal desde o 1° dia de vida (HP:
6,3+0,2 g, n=23 vs. NP: 7,1+0,2 g, n=17; p=0,0024), quando comparado ao grupo
normoproteico. Essa alteracdo se manteve no 22° dia (HP: 30+0,5 g, n=23 vs. NP: 45,9+1,6 g,
n=21; p<0.0001), 30° dia (HP: 64,3+1,1 g, n=23 vs. NP: 100,4 + 2,2 g, n=17; p<0,0001) e 6Q°
dia (HP: 226,214 g, n=23 vs. NP: 266+6,1 g, n=20; p<0,0001) de vida (Gréfico 1).

Gréfico 1 — Avaliagcdo do ganho de massa corporal da prole no 1°, 22°, 30° e 60° dias de

vida provenientes de mées que receberam dieta NP ou HP durante a gestacéao e lactacéo.
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Os valores estdo expressos em média + EPM, n=17-23. **Diferenca do NP, p<0,003. ***Diferenca do NP,
p<0,0001 (teste t de Student ndo-pareado). NP, prole de ratos cuja as mées receberam dieta normoproteica (17%
de proteina); HP, prole de ratos experimentais cuja as mées receberam dieta hipoproteica (8% de proteina).
Fonte: BARBOSA, D. F. S., 2017.

7.2 Parametros bioguimicos

Nota-se que a desnutricdo proteica durante o periodo de gestacdo e lactagédo
influenciou nos pardmetros bioquimicos analisados no 22° e 30° dia de vida dos animais
(Tabela 2). Também percebe-seque a dieta hipoproteica (8% de proteina), utilizada para a
inducdo da desnutricdo proteica, foi eficiente para induzir um quadro de desnutricdo proteica

nesses animais.
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No 22° dia de vida, os animais do grupo HP apresentaram menores niveis plasmaticos
de albumina (HP: 2,6+0.2 g/dL, n=11 vs. NP: 3,2+0,1 g/dL, n=16; p=0.0070), proteinas totais
(HP: 5,240,2 d/dL, n=11 vs. NP: 6,2+0,2 g/dL, n=26; p=0.0025) e triglicerideos (HP:
64,6+5,1 mg/dL, n=11 vs. NP: 115,7+7,8 mg/dL, n=17; p<0.0001) quando comparado ao
grupo controle. No entanto, houve um aumento nos valores de glicose (HP: 132+17,1 mg/dL,
n=11 vs. NP: 103+3,6 mg/dL, n=25; p=0.0254) nessa idade. Nao foi observada diferenca e
nos niveis de colesterol total (HP: 127,6+6,4 mg/dL, n=4 vs. NP: 212,6£23,2 mg/dL, n=11,
p=0,0512) entre 0s grupos.

Aos 30 dias de vida, os parametros de albumina (HP: 2,8+0,1 g/dL, n=27 vs. NP:
3,1+0,1 g/dL, n=28; p=0,0299) e proteinas totais (HP: 5,6+0,2 d/dL, n=29 vs. NP: 6,3+0,2
g/dL, n=29; p=0,0321) se mantiveram baixos, assim como aos 22 dias de vida. Porém, os
niveis de triglicerideos se apresentaram aumentados (HP: 276+19,3 mg/dL, n=14 vs. NP:
150,1+11,5 mg/dL, n=24; p<0,0001) nessa idade. A glicose de jejum (HP: 93,2+2,9 mg/dL,
n=28 vs. NP: 104,9+5,6 mg/dL, n=25; p=0,0632) e colesterol (HP: 82,2+4,9 mg/dL n=24 vs.
NP: 88,8+5,2 mg/dL, n=25; p=0,3643), ndo diferiram entre os grupos no 30° dia de vida.

Tabela 2 — Parametros bioquimicos obtidos do soro de ratos aos 22 e 30 dias de vida
submetidos a dieta NP ou HP durante a gestacgéo e lactacgéo (g/dL).

22 dias 30 dias
Bioquimica
NP HP NP HP
T I I
Albumina (g/dL) 3,240.1 n=16 2,6+0,2** n=11 3,1+0,1 n=28 2,8+0,1* n=27
Proteinas totais (g/dL)  6,2+0,2 n=26 5,2+0,2** n=11 6,3+0,2 n=29 5,6+0,2* n=29
Glicose (g/dL) 103+3,6 n=25 132+17,1* n=11 104,9+5,6 n=25 93.200£2,9 n=28

Colesterol (g/dL)  212,6+23,2 n=11 127,6+6,4 n=4 88,845.239 n=25 82,2+4,9 n=24

Triglicerideos (g/dL) 115,7+7,8 n=17 64,6+5,1*** n=11  150,1+11,5 n=24 276+19,3*** n=14

Fonte: BARBOSA, D. F. S., 2017.
Nota: *Diferenca do NP, p<0,05.

7.3 Pressao arterial em ratos acordados
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Os animais expostos a uma restricdo de proteinas durante o periodo de gestacdo e
lactacdo, grupo HP, apresentaram uma pressao arterial sistélica basal (HP: 142,9+4.9 mmHg,
n=15 vs. NP: 128,6+4.7 mmHg, n=18; p=0,04) e PAM (HP: 115,7+3 mmHg, n=15 vs. NP:
104,3+3,7 mmHg, n=18; p=0,03) mais elevadas, quando comparado com 0 grupo controle
(Gréfico 2b). Os grupos ndo apresentaram diferenca estatistica para 0s parametros basais de
FC (HP: 343,1+7,5 bpm vs. NP: 363,6+6.7 bpm, n=18; p=0,05) (Gréfico 2c) e FR (HP:
100,745,7 cpm, n=13 vs. NP: 100,8+2,7 cpm, n=17; p=0,989).

Gréfico 2 — (a) Registro representativo dos parametros de PAP, PAM, FR e FC, (b)
diferenca do valor basal da PAM e (c) FC.
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Os valores estéo expressos em média + EPM, n=13-18. *Diferenca do NP, p<0,04 (teste t de Student nao-
pareado). NP, prole de ratos cujas mdes receberam dieta normoproteica (17% de proteina); HP, prole de ratos
experimentais cujas maes receberam dieta hipoproteica (8% de proteina).

Fonte: BARBOSA, D. F. S., 2017.
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7.4 Resposta a microinjecao de L-glutamato

Ambos os grupos HP e NP ndo apresentaram diferenca estatistica em resposta a
microinjecao de veiculo (salina) sobre os parametros de APAM (HP: 6,5+1,8 mmHg, n=12 vs.
NP: 10,8+1,8 mmHg, n=16; p=0,114), AFC (HP: -23,1+13,7 bpm, n=13 vs. NP: -35,5+11,9
bpm, n=16; p=0,5) e AFR (HP: 13,743,3 cpm, n=10 vs. NP: 9,9+2,8 cpm, n=12; p=0,38). No
entanto, o grupo HP mostrou uma maior resposta a microinjecdo de L-glu no APAM (HP:
40,65 mmHg, n=14 vs. NP: 29+2,5 mmHg, n=14; p=0,04) (Gréfico 4b). Entretanto, ndo
foram encontradas respostas similares no AFC (HP: -49,77£13 bpm, n=14 vs. NP: -52,9+17,3
bpm, n=14; p=0,88) (Gréfico 4c) e AFR (HP: 26,4+6,4 cpm, n=11 vs. NP: 23,4+2,7 cpm,
n=11; p=0.502) (Grafico 4d), entre os grupos analisados.

Gréfico 3 — (a) Registro representativo dos grupos HP ¢ NP mostrando o APAP, APAM,
AFC e AFR, no momento da microinje¢io de L-glutamato. Alteracdes geradas através
da microinjecdo no NTS de ratos acordados no (b) APAM, (c¢) AFC e (d) AFR.
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Os valores estdo expressos em média £ EPM, n=10-16. *Diferenca do NP, p<0,04 (teste t de
Student ndo-pareado). NP, prole de ratos cuja as maes receberam dieta normoproteica (17%

de proteina); HP, prole de ratos experimentais cuja as maes receberam dieta hipoproteica (8%
de proteina).
Fonte: BARBOSA, D. F. S., 2017.

Graéfico 4 — (a) Desenho representativo de onde ocorreram as microinjecoes bilaterais,

(b) (c) micrografia representativa, mostrando que foi microinjetado o L-glu no NTS.
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NP, prole de ratos cujas maes receberam dieta normoproteica (17% de proteina); HP, prole de

ratos experimentais cujas méaes receberam dieta hipoproteica (8% de proteina).
Fonte: BARBOSA, D. F. S., 2017.
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8 DISCUSSAO

Foi encontrado nos animais do grupo HP uma menor massa corporal, quando
comparado com o grupo NP. Sabe-se que a desnutricdo proteica perinatal é capaz de induzir
uma série de mudangas metabdlicas, fisiologicas e também alteracGes nos parametros
estruturais, como por exemplo, a reducdo na massa corporal, podendo persistir até a vida
adulta. Animais que passaram por um episodio de desnutricdo proteica durante o periodo de
gestacdo e lactacdo, apresentam uma menor massa corporal (ALVES et al., 2014). A placenta
é conhecida como reguladora-chave na interacdo ou ligacdo que ha entre mée e feto,
desempenhando uma funcéao de regulacdo de transporte de nutrientes, além de possuir fungéo
enddcrina e imunologica (HSIAO; PATTERSON, 2012).

O aporte proteico materno insuficiente pode estar intimamente relacionado com uma
diminuicdo da oferta de aminoacidos para o feto, através da placenta e leite materno nos
periodos de gestacdo e lactacdo, o que acarreta em uma diminuicdo da massa corporal da
prole. A menor oferta de proteinas para o feto pode gerar um efeito onde os aminoacidos séo
mobilizados com prioridade para os tecidos vitais, que mais necessitam desses aminoacidos,
dessa forma os musculos poderdo ter a quantidade de suas fibras musculares reduzidas, além
de mudancas no padrdo da expressdo de genes que envolvem a sinalizacdo da insulina e
metabolismo glicolitico (JONES; OZANNE, 2009; TOSCANO; MANHAES-DE-CASTRO;
CANON, 2008).

Em ratos recém-nascidos, a absor¢do de aminoacidos e carboidratos pode ser
prejudicada na prole de ratas submetidas a desnutricdo proteica durante o periodo perinatal,
dando a entender o motivo pelo qual individuos frequentemente possuem uma menor massa
corporal que os individuos nutridos, mesmo ap6s a normalizacdo da dieta (FITZGERALD;
FERDINANDUS, 1975). J& é demonstrado que a desnutricdo proteica durante os periodos de
gestacdo e lactacdo é capaz de causar alteragdes na fungdo mitocondrial e na capacidade
glicolitica e oxidativa do musculo esquelético em ratos adultos (ARAGAO et al., 2013).

AlteracBes em diversos parametros bioquimicos foram apresentadas, o que corrobora
com outros estudos, que também encontraram alteragdes bioquimicas em animais desnutridos
(ALVES et al., 2014; BARKER, 1990). A submisséo de ratos a uma dieta pobre em proteinas,
pode gerar um aumento na PA (ALVES et al., 2014; COSTA-SILVA et al., 2015), em
sequida alteracGes na funcgéo renal, comparado ao grupo controle (VILLAR-MARTINI et al.,
2009). AlteracOes renais ocasionadas pela desnutricdo proteica perinatal podem estar

associada a diminuicdo de albumina e proteinas totais (KEIJZER-VEEN, 2005). A diminuigéo
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dos parametros de albumina e proteinas totais, em ambas as idades analisadas, nos sugere um
quadro de desnutri¢do proteica (ALVES et al., 2014). Os parametros de albumina e proteinas
totais, que apresentaram uma diminuicdo, pode ter sido acarretado por uma menor oferta de
proteinas, via placenta e leite materno, o que ira resultar em uma diminuicdo de aminoacidos
para o feto utilizar para que haja o desenvolvimento e funcdes fisiolégicas normais (HSIAO;
PATTERSON, 2012). Um estudo de Alves e cols. (2014), nos mostrou que 0s parametros de
albumina e proteinas totais apresentaram menores valores, comparado ao grupo controle, em
animais ainda jovens. Tem se observado que criangas com baixo peso ao nascer apresentam
altos niveis de colesterol e glicose sérica, também podendo estar relacionado com uma menor
quantidade de insulina circulante (BARKER, 1990).

AlteracOes na expressdo génica de algumas enzimas-chave do metabolismo glicolitico
e oxidativo podem estar relacionadas com alteracGes nos parametros bioquimicos analisados.
A desnutricdo proteica perinatal pode alterar o padrdo do mRNA da enzima PDK4, enzima
que esté relacionada com a conversdo de piruvato em acetil-CoA, no entanto, uma diminuigao
da atividade dessa enzima pode afetar o metabolismo glicolitico e lipidico (HIRABARA et
al., 2006) da prole de ratas que sofreram desnutricdo proteica perinatal. Entretanto uma
reducdo, da enzima PDK4 no inicio da vida desses animais, pode acarretar uma inibicdo da
oxidacdo de acidos graxos, e em consequéncia, uma maior utilizacdo de glicose (ZHANG et
al., 2014) como fonte de energia, resultante da maior converséo de piruvato em acetil-CoA,
assim gerando uma maior quantidade de malonil-CoA, o que ira diminuir a oxidacdo de
acidos graxos. Posteriormente, é notado que no inicio da vida do animal ha uma diminuicéo
da atividade da CPT1, o que ira dificultar a oxidagdo de &cidos graxos e ird privilegiar a
utilizacdo de glicose como fonte de energia. E mostrado um aumento do mRNA da p-HAD, o
que ir4 proporcionar uma maior utilizagdo de acidos graxos pela B-oxidagdo (ALVES et al.,
2017). Os valores de glicose sanguineas, aos 22 dias de vida, apresentam um aumento,
comparado ao grupo controle, o que pode estar relacionado com uma diminuicdo da
maturagdo das células B-pancreaticas, o que ira resultar em uma diminuigdo da secrecao de
insulina (GAROFANO; CZERNICHOW:; BREANT;1997). Também apresentando uma
regulacdo negativa do GLUT4 e da via de sinalizagdo da PI3BK/AKT, um evento esperado em
animais que sofreram desnutri¢do proteica materna (JONES; OZANNE, 2009).

Segundo Alves e cols. (2017), se percebe um aumento da transcri¢ao da p-HAD, em
animais do grupo HP, o que nos sugere que posteriormente o animal tenha preferéncia pela
utilizacdo de &cidos graxos, como fonte energética, ao invés de glicose sanguinea. Dessa

forma podendo elevar os niveis de triglicerideos, uma vez que o organismo do animal estara
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mobilizando 4&cidos graxos para serem utilizados. A principal funcdo da PGClo esta
relacionada com a biogénese mitocondrial e também ao metabolismo lipidico, através disso se
pode sugerir que uma adaptacdo ao curto prazo, pode envolver uma maior oxidacao de
aminoacidos (CARBONE; MCCLUNG; PASIAKOS, 2012). Através de alteracbes em
enzimas chave do metabolismo lipidico e glicolitico, pode-se sugerir que a preferéncia pelo
metabolismo glicolitico aos 22 dias pode gerar uma menor utilizacdo de vias lipidicas e
consequentemente menores valores de triglicerideos, e aos 30 dias de vida uma maior
preferéncia pelo metabolismo lipidico, o que pode gerar uma maior mobilizacdo de acidos
graxos na corrente sanguinea e, em consequéncia, maiores valores de triglicerideos nessa
idade.

Nosso estudo observou que ha um aumento da PA aos 90 dias de vida, o que também é
encontrado em outros estudos anteriores (ALVES et al., 2014, 2015; COSTA-SILVA et al.,
2015). Uma forma experimental de indugdo do aumento da PA em ratos é a desnutri¢do
proteica durante o periodo de gestacdo e lactacdo. Varias variaveis podem ter relacdo com o
aumento da PA e posteriormente a instalacdo da hipertensdo arterial, em animais nessa
condicdo experimental. Esse aumento pode estar relacionado com o aumento da atividade
simpatica (BARROS et al., 2015; FRANCO et al., 2008), disfuncBes renais (KEIJZER-
VEEN, 2005), reducéo da filtracdo glomerular e disfun¢des no sistema renina-angiotensina-
aldosterona (CHEN et al., 2010; SIDDIQUE et al., 2014). Entretanto, pouco se sabe o0s
mecanismos que levam a disfuncdes fisioldgicas que geram esses efeitos. E sugerido que a
desnutricdo proteica durante o periodo de gestacdo e lactacdo é capaz de induzir alteracdes no
corpo carotideo e no controle respiratorio da prole (ALVES et al., 2014, 2015).

AlteracOes respiratérias podem estar ligadas ao aumento da PA, nessa condigdo
experimental, uma vez que ambas as alteracdes podem ser desencadeadas através de um
aumento na atividade simpética (ALVES et al., 2015). A participacdo da modulagdo
respiratoria também pode contribuir para o desenvolvimento da hipertensdo (ALVES et al.,
2014, 2015; COSTA-SILVA et al., 2015). No tronco encefalico é onde estdo localizados os
neurdnios respiratorios, que podem modular o SNS e também os niveis de PA através de vias
centrais. Os neurdnios, localizados no tronco cerebral, s&o de grande importancia na regulacao
da resposta simpatica, através da interpretacdo de quimiorreceptores e barorreceptores, que
estdo localizados no arco aortico e no seio carotideo (COSTA-SILVA et al., 2009; COSTA-
SILVA; ZOCCAL; MACHADO, 2010; MORAES et al., 2014). Dessa forma, o aumento
pressorico € sugerido através do eixo central, ou seja, uma hiperatividade simpatica

desencadeada ap6s um evento de restrigdo proteica durante o periodo de gestacéo e lactagéo.
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As respostas de receptores a presenca de neurotransmissores neuronais podem estar
relacionadas com o surgimento desse aumento da atividade simpatica, porém ainda néo estdo
totalmente esclarecidos. No que diz respeito a mecanismos centrais de controle
cardiorrespiratorio deve-se citar o NTS, por ser considerado um nucleo chave para o controle
cardiorrespiratorio. Segundo Talman, Perrone e Reis (1980), a microinjecdo de L-glutamato
no NTS gera respostas semelhantes a ativacdo de barorreceptores, em ratos anestesiados,
assim gerando uma resposta de queda de pressao e bradicardia (COLOMBARI; TALMAN,
1995; TALMAN; PERRONE; REIS, 1980). No entanto tem se sugerido que a microinjecéo
de L-glutamato no NTS de ratos ndo anestesiados, pode estar associado a uma simulacéo da
ativacdo quimiorreflexa (MACHADO et al., 1997). A presenca do L-glutamato promove uma
excitacdo em nucleos do SNC, inclusive no NTS, o que ira gerar um aumento da PA a partir
da excitacdo de nucleos localizados no SNC. Os animais do grupo HP apresentaram uma
maior resposta, quando comparado ao grupo NP. Essa resposta pode estar relacionada com
uma maior quantidade do neurotransmissor glutamato ou com uma maior sensibilidade de
receptores glutamatérgicos a presenca desse neurotransmissor, ou Seja, 0S nheurdnios
envolvidos na geracdo e modulacdo do tbnus simpatico e respiratorio parecem estar mais
excitaveis em decorréncia da desnutricdo proteica materna.

A maior resposta, apresentada pelo grupo HP apds a microinjecdo de L-glutamato,
pode sugerir que a desnutricdo proteica durante o periodo de gestacdo e lactacdo altera a
resposta pressora e a relacdo entre o neurotransmissor L-glutamato e receptores no tronco
encefalico, na vida adulta. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para que haja uma melhor
compreensdo entre 0S mecanismos excitatorios e inibitérios do SNC, e também a
sensibilidade dos receptores glutamatérgicos. Dessa forma, o entendimento sobre os
mecanismos centrais envolvidos na alteragdo do sistema autondmico, encontrados em
individuos que sofreram desnutricdo, pode levar ao desenvolvimento de estratégias
governamentais com a finalidade de melhoria na saide publica e também novas medidas de

tratamento para essa condigé&o.
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9 CONCLUSAO

Foi observado que houve uma diminuic¢do no crescimento e na massa corporal da prole
de mées que foram submetidas a desnutricdo proteica durante o periodo de gestacdo e
lactacdo, isso pode ser explicado pela menor oferta para o feto de proteinas e aminoécidos, via
placenta e leite materno. Também houveram a diminuicdo da albumina, proteinas totais e
triglicerideos aos 22 dias de vida. E aos 30 dias os parametros de albumina e proteinas totais
se mantiveram baixos, também havendo um aumento nos triglicerideos, nessa idade, o que
nos sugere uma modificacdo no controle metabolico, nesses animais ainda jovens. Com
relagdo a neurotransmissdo glutamatergica, ela pode estar aumentada no NTS de ratos
provenientes de mées submetidas a desnutricdo proteica durante o periodo de gestacdo e
lactacdo, principalmente no que diz respeito ao componente simpato-excitatério e de aumento
de pressdo arterial. Este pode ser um dos mecanismos que contribuem para um maior nivel de

pressao arterial média que foi observado nesses animais.
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ANEXOS

ANEXO A - Aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE.

Universidade Federal de Pernambuco
Centro de Biociéncias

1\N

Recife, 08 de margo de 2016.

Oficio n® 09/16

Da Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE

Para: Prof. Jodao Henrique da Costa Silva
Nducleo de Educacdo Fisica e Ciéncias do Esporte
Centro Académico de Vitéria

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 23076.047690/2015-77

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado, “Avaliagao da neurotransmissdo glutamatérgica no
niicleo do trato solitario de ratos submetidos a desnutrigao protéica perinatal.”

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizagdo experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacdo Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais sao
adotadas como critérios de avaliagdo e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes no Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questdo do uso de animais para fins

cientificos e didaticos.
Diante do exposto, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a

serem realizados.

Origem dos animais: Biotério do CAV — UFPE;
Animais: ratos isogénicos; Idade: 70-90 dias;
Peso: 270g; Sexo: machos e fémeas; N° total de
animais: 20 (14 machos e 6 fémeas).

43





