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Morfofisiologia renal de ratas Wistar submetidas ao protocolo redugéo de ninhada

Resumo

Os rins sdo 6rgdos fundamentais para a manutencdo da homeostase corporal. Alteracdes na
funcdo renal podem provocar prejuizos importantes ao organismo como um todo e levar a
doenca renal crénica (DRC). De modo geral, as afeccBes renais decorrentes da obesidade
estdo associadas a lesdo glomerular, proteindria, esclerose glomerular segmentar e focal que
contribuem para a génese da DRC. Considerando esse contexto, o presente trabalho teve
como objetivo analisar a fungédo e estrutura renal de ratas Wistar com 120 dias de idade,
submetidas ao protocolo reducdo de ninhada durante a amamentacgédo, o que leva os filhotes a
hiperalimentacdo causando sobrepeso entre outros fatores. Nesse protocolo, as ratas do grupo
controle (GC), ficam com nove filhotes durante lactacdo e as do grupo reducdo de ninhada
(GR), ficam com trés filhotes. Apds a amamentacdo, os filhotes fémeas foram acompanhados
por 120 dias. Foi observado que os animais do grupo GR apresentaram aumento significativo
no peso corporal apenas aos 21 dias de idade. Ndo foi observado alteragdo nem na taxa de
filtracdo glomerular e nem na proteinuria dos animais do grupo GR. A analise do tecido renal,
mostrou alcas glomerulares preservadas sem a presenca de infiltrado inflamatério nos dois
grupos. Também foi observado normalidade na funcéo tubular com relagéo a excrecdo do Na*
e K* e regido tubulointersticial preservada, sem presenca de infiltrado inflamatério e sem
fibrose.
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Abstract

The kidneys are vital organs for the maintenance of body homeostasis. Changes in renal
function may cause important damage to the body as a whole and lead to chronic kidney
disease (CKD). In General, renal diseases resulting from obesity are associated with
glomerular lesion, proteinuria, focal and segmental glomerular sclerosis, which contribute to
the genesis of CKD. Given this context, the present work aimed to study the influence of
brood reduction protocol on renal structure and function in Wistar puppies (females). Mothers
rats were divided into two groups, the control group (GC), which remained with nine puppies
during lactation and the brood reduction Group (GR), who stayed with three cubs. The young
females were accompanied by 120 days. Our results show that the young females pussy
submitted to brood reduction presented an increase in body weight only to 21 days of age.
There was no change in glomerular filtration rate and proteinuria, indicating that their young
Wistar, submitted to brood reduction protocol while breastfeeding, showed no change in
glomerular function. Associated with these parameters, analysis of kidney tissue showed
Glomerular handles preserved without the presence of inflammatory infiltrate. Normalcy was
also observed in tubular function with respect to excretion of Na* and K* and tubulointerstitial
region preserved, without the presence of fibrosis and inflammatory infiltrate.
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Introducéo

Os rins sdo 6rgdos fundamentais para a manutencdo da homeostase corporal.
Contribuem para o equilibrio hidroeletrolitico, a regulacdo da pressao arterial, a manutencéo
da osmolaridade, do pH e da glicemia, em caso de jejum prolongado, além de ser o principal
meio para a excrecdo de produtos do metabolismo e de substancias quimicas estranhas ao
organismo (Guyton e Hall, 2008; Curi e Aradjo Filho, 2009). Portanto, altera¢fes na funcao
renal podem provocar prejuizos importantes ao organismo.

A doenca renal crénica (DRC) geralmente se desenvolve apds uma lesdo renal inicial,
seguida da perda lenta, progressiva e irreversivel das funcbes renais. Com o aumento do
comprometimento, 0s rins ndo conseguem manter as suas fungbes, sendo comum o
aparecimento de complicacGes como desnutricdo, anemia, acidose metabolica e doenca dssea.
Quando os rins ndo conseguem manter a normalidade do meio interno, faz-se necessaria a
terapia de substituicdo renal, pela hemodialise ou o transplante renal (Coresh e Macquilan,
2003; Stigant et al., 2003; Bastos et al., 2004; Oliveira et al., 2005; Wahba e Mak, 2007;
Miranda et al., 2009; Paige e Nagami, 2009; Eknoyan, 2011).

Mesmo sendo uma doenca de grande importancia clinica, que constitui um grave
problema de salde publica e gera elevados gastos, tanto no Brasil quanto em outros paises, a
DRC ainda é uma patologia subdiagnosticada e subtratada (Bastos et al., 2004; Roméo Junior,
2004; Jaber e Madias, 2005; Caballero, 2007; Eknoyan, 2011).

Em 2012, no censo publicado pela Sociedade Brasileira de Nefrologia, estimou-se que
ha 97.586 pacientes em dialise no pais, dos quais 1.722 sdo pacientes com idade inferior a 18
anos (Sociedade Brasileira de Nefrologia, 2013).

Varios fatores estdo intimamente associados ao desenvolvimento da doenca renal
cronica (DRC). Os mais importantes sdo a hipertensdo arterial sistémica (HAS), o diabetes
melitus (DM) e a obesidade (Abrass, 2004; Beltrame et al., 2004; Batista, 2005; Contreras et
al., 2005; Souza e Figueiredo, 2005; Srivastava, 2006; Eknoyan, 2011).

A obesidade é uma doencga cronica que afeta a qualidade de vida. Essa patologia esta
sendo considerada uma epidemia mundial, atingindo individuos de todas as faixas etarias e de
diferentes niveis sociais. Os indices de sobrepeso e obesidade em criangas e adolescentes
também sdo crescentes. Com isso, a obesidade é uma patologia preocupante, pois 0 aumento
da prevaléncia do excesso de peso na infancia é precursor de sobrepeso e obesidade no adulto.
(Waki e Tontonoz, 2007; Farmer, 2008; Guimaraes et al., 2010).
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O papel da obesidade como fator de risco para o desenvolvimento da doenca renal
cronica tem sido objeto de varios estudos. Estudos em animais e em seres humanos obesos
tém demonstrado que obesos com lesdo nos rins apresentam alteracbes na hemodinamica
renal. O comprometimento da funcdo renal, avaliado pelo aumento da taxa de filtracéo
glomerular, foi observado em 255% dos individuos com aumento do indice de massa
corporea. De modo geral, as afeccOes renais decorrentes da obesidade estdo associadas a leséo
glomerular, proteinuria, esclerose glomerular segmentar e focal que contribui para a génese da
doenca renal cronica (Abrass, 2004; Rosa et al, 2005; Agnana et al., 2005; Srivastava, 2006;
Zhang et al., 2005; Valezi e Machado, 2011; Alicic et al., 2013; Wickman e Kramer, 2013).

O termo “Sindrome Metabdlica” descreve um transtorno causado por um conjunto de
fatores de risco ao individuo, usualmente relacionados a deposicdo de gordura e a resisténcia a
insulina. E para diagnostica-la, a organizacdo mundial da saide (OMS) determina que estejam
presentes trés ou mais dos seguintes fatores: aumento da circunferéncia abdominal; elevados
niveis de triglicérides; baixas taxas de colesterol HDL; hipertensdo arterial e hiperglicemia
(Srivastava, 2006).

A taxa de obesidade e a incidéncia da sindrome metabolica sdo diretamente
proporcionais (Zhang et al., 2005). Quanto maior a quantidade de elementos presentes, maior
sera o risco de desenvolvimento da doenca renal crénica (Srivastava, 2006; Zhang et al.,
2005).

Existem varios modelos experimentais para o estudo da obesidade. Um deles é o
protocolo de redugdo de ninhada, onde ratas prenhes séo criadas em condi¢fes normais de
alimentacdo durante a gestacdo. Logo apds o terceiro dia de vida dos filhotes, hd uma reducao
de ninhada, onde apenas trés animais permanecem com a mae durante o periodo de lactacéo.
Assim, ocorre uma ‘“programagdo metabdlica” que leva os filhotes a hiperalimentagdo
(Rodrigues et al.,, 2007). Essa hipernutricdo durante o aleitamento causa hiperfagia,
sobrepeso, aumento de gordura corporal e hiperinsulinemia no periodo de lactacdo. Na vida
adulta, o sobrepeso persiste e continua a ser acompanhado por vérias alteragdes comuns a
sindrome metabolica, tais como: hiperfagia, resisténcia periférica a insulina, hiperinsulinemia,
hipertrigliceridemia, aumento da pressao sistolica e obesidade (Plagemann et al., 1992a;
Plagemann et al., 1999b).

Considerando esse contexto, 0 presente trabalho teve como objetivo analisar o efeito
da obesidade sobre a funcdo renal e estrutura glomerular e tubulointersticial de filhotes

fémeas Wistar, por meio do protocolo reducdo de ninhada.
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Metodologia

Os experimentos foram realizados de acordo com as normas da Sociedade Brasileira
de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCal/CONCEA) e foram aprovados pelo Comité de
Conduta Etica no uso de Animais em Experimentacdes da UEM (CEAE-UEM) - Protocolo
089/2012.

Modelo de Obesidade

O Biotério Central da Universidade Estadual de Maringd forneceu quatro ratas
prenhas, sem idade especificada, que foram alojadas individualmente em caixas de
polipropileno no biotério setorial do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas, onde deram a
luz. Durante o periodo de lactacdo, trés ratas tiveram suas ninhadas reduzidas a trés filhotes
fémeas para o grupo “reducdo de ninhada” (GRN) e uma rata foi preservada com nove
filhotes fémea para servirem de controle (GC). Os outros filhotes fémeas foram utilizados em
outro experimento e os machos descartados. As ninhadas permaneceram com as méaes até o
desmame (21 dias de idade), quando foram divididos em dois grupos: grupo controle
sedentério (GC) e grupo reducdo de ninhada sedentario (GR). Depois, foram acompanhadas
por 120 dias sob condicdes controladas de luz (12 horas claro/12 horas escuro) e temperatura
(22 + 2° C), com suprimento & vontade de agua e ragdo (Nuvilab CR1®). O peso dos filhotes
(fémeas) foi registrado aos 21, 90 e 120 dias. A afericdo do comprimento nasoanal foi

realizada no dia da eutanésia, aos 120 dias de vida dos filhotes (fémeas).

Procedimento Experimental

Apos 120 dias, os filhotes fémeas foram colocadas em gaiolas metabdlicas individuais
para mensuragdo da ingestdo hidrica, do volume urinario e coleta da urina de 12 horas.
Também foi realizada a coleta do sangue para a dosagem da creatinina plasmatica. A
eutanasia das ratas ocorreu aos 120 dias de idade e foi por aprofundamento de anestesia
(pentobarbital sddico, 120 mg/kg de peso corporal, intraperitoneal), com 0s animais em jejum
noturno. Os rins foram retirados, fixados em Metacarn, desidratados e incluidos na parafina,

em seguida cortados na espessura de 5um e corados pelo Tricrdmico de Masson.
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Dosagens Bioquimicas

As andlises bioquimicas sanguineas e urinarias foram realizadas com uso de Kits
comerciais padronizados (Gold Analisa) e analisador bioquimico semiautomatico (Bioplus
Bio-200). A creatinina plasmatica e urinaria foi quantificada pela metodologia colorimétrica
de ponto final e a proteindria por método enzimético. Para a quantificacdo do Na + e K + da
urina utilizou-se o fotdmetro de chama (Micronal B-262).

Andlise Estatistica

Para analise estatistica, foi feito o Teste “t” de Student, com o auxilio do programa
“Statistica” (Data analysis software system, versdo 7), adotando o valor de significancia
p>0,05.

Resultados

Peso Corporal, Comprimento Nasoanal e Peso dos Rins

Os filhotes foram pesados aos 21, 90 e 120 dias de idade. Foi observado aumento
significativo no peso corporal nos animais do grupo GR somente aos 21 dias de idade (p =
0,00043). O comprimento nasoanal final e o peso dos rins ndo apresentaram diferenca

significativa entre os grupos (p = 0,9467 e p= 0,5171, respectivamente) (Tabela 1).

Tabela 1. Peso corporal, comprimento nasoanal e peso dos rins dos filhotes dos grupos GC (n=7)e GR (n=7).

Comprimento _
Peso corporal (g) Peso dos rins (g)

nasoanal (cm)
21 dias 90 dias 120 dias Final Direito  Esquerdo
GC 350+330* 271,7+13,09 292,2+1321 229+0,18 0,94+0,02 0,89 0,02
GR 50,9+1056* 263,5+16,71 2885+18,36 21,7+0,24 0,86+0,03 0,87 +0,03

Valores expressos em média + desvio padrdo. A presenca de * indica que ha diferenca estatistica significativa
entre os grupos (p>0,05).

Ingestéo hidrica, volume urinario, proteindria e taxa de filtracdo glomerular
(TFG).
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Né&o foi observado diferenca significativa entre o grupo controle (GC) e reducdo de
ninhada (GR), na ingestdo de agua (mL/12h) (p = 0,9913), no volume da urina de 12 horas (p
= 0,9768), na excrecdo de proteina na urina (p = 0,9994) e na TFG (p = 0,6271) (Tabela 2).

Tabela 2. Ingestédo hidrica, volume urinario, proteindria e taxa de filtracdo glomerular (TFG) dos filhotes fémeas
dos grupos GC (n=7)e GR (n=7).

Grupos Ingestao Hidrica (mL) Vol. Urinario (mL)  Proteindria (mg/24h)  TFG (mL/min/100g)
GC 9,43+ 2,99 10,41+ 1,64 1,0+0,34 0,23+ 0,05

GR 7,57 +4,28 8,56 + 3,83 0,99 £ 0,44 0,19+ 0,04

Valores expressos em média + desvio padrdo. N&o houve diferenga estatistica significativa entre 0s grupos
(p>0,05) em nenhum dos parametros.

Excrecdo Urinaria do Na* e K*

N&o houve diferenca significativa entre os grupos nem na excrec¢éo urinaria do Na* (p
=0,9527) nem na do K* (p = 0,8105) (Tabela 3).

Tabela 3. Excrecdo urinaria de Na" e K* dos filhotes fémeas dos grupos GC (n = 7) e GR (n=7).

Grupos NEM (G =(ThVAY) K" (mEg/12h)
GC 0,27+0,09 0,05+0,02
GR 0,31+0,20 0,04+0,01

Valores expressos em média + desvio padrdo. Ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos
(p>0,05) em nenhum dos parametros.

Analise do Tecido Renal

A andlise da regido glomerular mostrou glomérulos com as algas bem preservadas sem
presenca de infiltrado inflamatdrio e sem esclerose tanto nas ratas controles como nas que

foram submetidas a reducéo de ninhada (GC e GR) (Figura 1).

Arquivos do MUDI, v 18, n 3, p. 1-16.



Morfofisiologia renal de ratas Wistar submetidas ao protocolo redu¢éo de ninhada

Figura 1. Cortes histologicos do cértex renal de filhotes fémeas Wistar corados pelo Tricrdmico de Masson.
Aumento original: 10x. Imagens representando a regido glomerular. A) GC (barra de calibragdo 20um) e B) GR
(barra de calibragdo 20um). Observar nas duas imagens, glomérulos com algas bem preservadas sem a presencga
de infiltrado inflamatdrio e esclerose.

A andlise da regido tubulointersticial mostrou intersticio tubular bem preservado sem
presenca de infiltrado inflamatorio e sem fibrose tanto no tecido renal das ratas controles

(Figura 2-A) quanto das submetidas ao protocolo redugédo de ninhada (Figura 2-B).

. \ . - -
. 5 - ¥ e

Figura 2. Cortes histolégicos do cortex renal de filhotes fémeas Wistar corados pelo Tricrémico de Masson.
Aumento original: 10x. Imagens representando a regido tubulointersticial. A) GC (barra de calibracdo 20um) e
B) GR (barra de calibracdo 20um). Observar nas duas imagens intersticio tubular bem preservado sem presenca
de infiltrado inflamatdrio e fibrose.

Discussao

A privacdo ou excesso de nutrientes, numa intensidade e em periodos criticos do
desenvolvimento, como na fertilizacdo, gestacdo, lactacdo e puberdade, podem levar a
alteraces metabdlicas e neuroenddcrinas que por sua vez, podem permanecer na vida adulta e
caracterizar o processo denominado de “Programacdo Metabolica” (Waterland e Garza,
1999).

O leite materno garante o crescimento dos tecidos e 6rgdos e induz modificacGes nas
vias metabolicas celulares, as quais podem adaptar-se a falta ou ao excesso de nutrientes.
Essas adaptagdes por sua vez, podem favorecer o aparecimento de doencas na idade adulta
(Lucas, 1998; Waterland e Garza, 1999).
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Um estudo realizado por Cunha (2007) com filhotes machos de ratas Wistar,
demonstrou que a hiperalimentacdo na lactacdo induz um processo de “Programagio
Metabolica” que leva ao aumento do peso corporal na idade adulta. Além disso, Plagemann et
al. (1999a e b) e Rodrigues et al. (2007), demonstraram que o protocolo redu¢do de ninhada
provoca alteracBes na estrutura e funcdo de areas hipotalamicas levando a um aumento no
consumo de alimentos.

Nossos resultados mostraram que filhotes fémeas resultantes do protocolo de reducgéo
de ninhada apresentaram aumento significativo no peso corporal somente aos 21 dias de
idade. Aos 90 e 120 dias o peso corporal dessas ratas ndo apresentou diferenca significativa
com as ratas controles. Também observamos que o crescimento dos filhotes fémeas
resultantes da reducédo de ninhada ndo foi diferente dos controles.

Nos rins, a superalimentacdo pés-natal em ratos nascidos com um peso adequado,
pode levar ao aumento de aproximadamente 20% na nefrogénese, por estimular fatores
envolvidos na transcri¢do e crescimento da matriz extracelular (Burrow, 2000; Boubred et al.,
2007). Essas alteracbes por sua vez, podem levar a hipertensao nos capilares glomerulares e
na sua estrutura (Boubred et al., 2009).

A superalimentagdo, nos primeiros 21 dias de vida da ninhada, fornece uma
disponibilidade maior de vitaminas, eletrolitos, proteinas. O aumento na ingestdo de sédio e
de proteina, pode levar hiperfiltracdo glomerular e induzir hipertensdo arterial sistémica
sustentada que por sua vez, pode provocar lesdes glomerulares em animais adultos (Brenner
et al., 1982; Griffin et al., 2000; Kreutz et al., 2000; Nenov et al., 2000; Sanders et al., 2005;
Griffin et al., 2008).

O sddio é o principal ion do liquido extracelular e a manutencdo do balango do sddio é
importante para o equilibrio hidroeletrolitico do LEC. O seu controle € realizado pelos rins
por meio do sistema renina-angiotensina-aldosterona, sistema nervoso simpatico renal,
peptideos natriuréticos atriais e hormonio Anti-Diurético (ADH) que contribui para o balango
hidrico (Furlan e Gazola, 2005; Guyton e Hall, 2011).

Nossos resultados mostraram normalidade na ingestdo hidrica e no volume urinario
dos filhotes fémeas resultantes da redugdo de ninhada. Também observamos que a excrecao
do Na" n#o foi estatisticamente diferente do controle.

A concentracdo do ion K™ no liquido extracelular é determinada pelo equilibrio entre a
sua ingestdo e excrecdo, sendo 0s rins 0s principais responsaveis pela manutencdo desse

equilibrio, processo que depende da reabsor¢do e/ou secrecdo que acontece na regido
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tubulointersticial dos rins (Stanton e Koeppen, 2009). Nao observamos diferenca significativa
na excrecao urinaria do potéssio nos filhotes fémeas resultantes da reducdo de ninhada.

Os rins apresentam duas regides distintas, uma mais externa, o cortex, e outra mais
interna, a medula. Essas regifes sdo constituidas por néfrons, os quais possuem elementos
vasculares e tubulares. Os elementos vasculares sdo representados pela rede arterial renal que
se ramifica formando a rede capilar glomerular que em conjunto formam o glomérulo renal.
E, os elementos tubulares sdo divididos em tabulo proximal, alca de Henle, tabulo distal e
coletor, regides com caracteristicas morfofuncionais bem distintas (Stanton e Koeppen, 2009;
Furlan e Gazola, 2005).

A parede capilar glomerular ¢ a membrana de filtracdo e consistem em uma fina
camada de células endoteliais fenestradas, uma membrana basal glomerular (MBG) e células
epiteliais viscerais (poddcitos). Os glomérulos renais sdo a porcao vascular do néfron onde o
sangue é filtrado (Curi e Araujo Filho, 2009).

A proteindria é um importante pardmetro para analise da fungdo glomerular. Em
condi¢cdes normais, a membrana de filtracdo do glomérulo renal restringe a filtracdo dos
constituintes do plasma com base ndo apenas no tamanho, mas também na carga elétrica. E a
carga elétrica negativa & predominante nesta membrana, devido a maior presenca de
elementos com cargas negativas. Qualquer alteracdo na membrana de filtracdo glomerular que
diminua a quantidade de cargas negativas provoca um aumento na filtracdo de proteinas
(Furlan e Gazola 2005, Widmaier et al., 2006; Stanton e Koeppen, 2009). Nossos resultados
mostraram que ndo houve diferenca significativa na proteindria dos filhotes fémeas
resultantes do protocolo de reducdo de ninhada, portanto, ndo houve alteracdo da funcéo
glomerular destes animais.

Outro parametro importante da funcdo renal e a taxa de filtracdo glomerular (TFG),
que pode ser determinada pela taxa de depuracdo da creatinina, um produto da metabolizacao
da creatina no masculo esquelético, com sintese constante, cuja excrecdo é feita pelos rins
também de maneira constante, mantendo assim um nivel plasmatico adequado. A creatinina é
utilizada para avaliar a TFG por ser livremente filtrada nos glomérulos e ndo sofrer
reabsorcdo e secrecdo significativa nos tabulos renais. Portanto, a depuracdo plasmaética
adequada da creatinina depende da integridade da funcdo glomerular (Bastos et al., 2010).

A taxa de filtracdo glomerular varia de acordo com a idade, sexo e massa muscular. A
TFG diminui com a idade, sendo que filtracdo glomerular menor que 60 mL/min/1,73m?
representa diminuicdo de cerca de 50% da funcdo renal normal e, abaixo deste nivel, aumenta

a prevaléncia das complicacdes da DRC (Bastos et al., 2010). Nossos resultados mostraram
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que os filhotes fémeas resultantes do protocolo de reducdo de ninhada apresentaram TFG
dentro dos niveis de normalidade.

Quando alguma doenca afeta os glomérulos (glomerulonefrites), varios grupos
celulares (principalmente mondcitos e macrofagos) e mediadores (fatores de crescimento,
complemento, citoquinas, moléculas de ades&o, etc.) sdo ativados no intersticio, provocando
inflamacdo e esclerose renal (Rodriguez et al., 2005).

A andlise do tecido renal mostrou que a regido glomerular dos filhotes fémeas
resultantes da reducdo de ninhada apresentou glomeérulos com algcas bem preservadas sem a
presenca de infiltrado inflamatorio e sem esclerose.

A regido entre o0 espaco extravascular e intertubular do rim € chamada de intersticio
renal, e é limitada pelas membranas basolaterais dos tabulos e pela parede dos capilares
peritubulares. O intersticio renal funciona como modulador de quase todas as trocas que
ocorrem ao longo dos vasos capilares e tubulos do parénquima renal. Além disso, fornece
suporte estrutural, produz fatores autacéides, como a adenosina e a prostaglandina (Gartner e
Hiatt, 2001; Riella, 2003; Kumar et al., 2005; Sherwood, 2011).

O espaco intersticial normal é compacto, sendo ocupado pelos capilares peritubulares
fenestrados e um pequeno numero de células semelhantes a fibroblastos. Qualquer dilatagéo
nesse espaco geralmente é anormal, caracterizando-se como doenca intersticial aguda, devido
a edema ou infiltracdo por células inflamatdrias ou como doencas intersticiais cronicas, que
podem ser causadas por acimulo de células inflamatorias e tecido fibroso (Kumar et al. ,
2005).

Nossos resultados mostraram que filhotes fémeas resultantes do protocolo reducéo de

ninhada apresentaram intersticio renal preservado, sem infiltrado inflamatdrio e fibrose.

Conclusao

A ndo alteracdo da taxa de filtracdo glomerular e da proteinaria indicam que filhotes
fémeas Wistar, com 120 dias de idade, submetidos ao protocolo de reducdo de ninhada
durante a amamentacdo, ndo apresentaram alteracdo da funcao glomerular. Associado a esses
pardmetros, a anélise do tecido renal mostrou algas glomerulares preservadas sem a presenca
de infiltrado inflamatdrio. Também foi observado normalidade na fungéo tubular com relagdo
a excrecdo do Na' e K* e regido tubulointersticial preservada, sem presenca de infiltrado

inflamatério e sem fibrose.
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