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RESUMO 

 

A estimulação neonatal tem sido utilizada há algumas décadas como modelo 

experimental para analisar os mecanismos pelos quais variações precoces do ambiente do 

animal afetam o desenvolvimento de sistemas neurais, dando origem a alterações 

comportamentais e neuroendócrinas estáveis. Uma das alterações mais características é a 

diminuição do medo a ambientes novos e uma resposta menos acentuada da secreção de 

glicocorticóides pela supra-renal a estímulos estressantes. O objetivo do presente estudo foi 

avaliar os efeitos da manipulação neonatal sobre o sistema angiotensinérgico, sobre a 

regulação hídrica e o desenvolvimento renal, visto que os ratos apresentam os rins e o trato 

urinário imaturos ao nascimento e seu desenvolvimento depende de angiotensina II. 

Investigamos aspectos do desenvolvimento e também da função renal em ratos machos de 

diferentes idades (11, 45 e 90 dias). Para isso, ratos Wistar foram divididos em dois grupos, 

dos quais um deles foi submetido a 1 minuto diário de manipulação durante os primeiros 10 

dias de vida (grupo manipulado), enquanto o outro grupo não sofreu nenhum tipo de 

intervenção (grupo não manipulado). Aos 11 dias, os animais foram pesados e em seguida 

decapitados para coleta de sangue, seguido de extração e pesagem dos rins e das glândulas 

supra-renais. Os animais de 45 e de 90 dias permaneceram por um período de 24h em gaiolas 

metabólicas para análise da ingestão hídrica basal, do volume urinário e para posterior cálculo 

da taxa de filtração glomerular (TFG). Em seguida, estes mesmos animais foram pesados e 

logo decapitados para coleta de sangue e extração de rins e glândulas supra-renais para 

serem pesados. Nos animais de 11 dias, não observamos diferenças no peso corporal, peso 

renal, peso das supra-renais e na espessura de córtex renal entre os grupos manipulado e não 

manipulado. Os animais manipulados de 11 dias exibiram um aumento nas concentrações 

plasmáticas de angiotensina II, associada a uma redução de corticosterona plasmática, quando 

comparados aos animais não manipulados de mesma idade. Nos animais de 90 dias 

manipulados, quando comparados aos não manipulados, observamos uma redução de peso 

renal, embora não tenhamos observado redução da espessura do córtex renal. Esses animais 

apresentaram também uma redução de ingestão hídrica basal e de volume urinário, bem como 

redução de TFG. Ainda, apresentaram concentrações reduzidas de angiotensina II plasmática, 
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acompanhadas de redução na concentração de corticosterona. Não foram encontradas 

diferenças significativas em nenhum dos parâmetros analisados nos animais de 45 dias de 

idade. Este conjunto de resultados sugere que a manipulação neonatal produz efeitos sobre 

osistema angiotensinérgico, manifestados através das diferentes concentrações plasmáticas de 

angiotensina II observadas entre os animais manipulados e não manipulados. Ainda, que estes 

efeitos podem estar envolvidos nas alterações dos mecanismos que permeiam a regulação do 

equilíbrio hidroeletrolítico, observadas na idade adulta desses animais. 
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1- INTRODUÇÃO 

 

A estimulação neonatal tem sido utilizada há algumas décadas como modelo 

experimental para examinar os mecanismos pelos quais variações precoces do ambiente do 

animal afetam o desenvolvimento de sistemas neurais, dando origem a alterações 

comportamentais e neuroendócrinas estáveis (Levine, 1962; Denenberg, 1964). Em ratos, a 

estimulação neonatal tipicamente consiste na “manipulação” dos animais por alguns 

minutos, em geral durante as primeiras semanas de vida. Este intervalo após o nascimento 

representa um período crítico para o desenvolvimento neural em ratos. Processos vitais 

como migração, divisão, diferenciação, crescimento e morte celular ocorrem no encéfalo 

neste período (Mistretta & Bradley, 1978). A manipulação no período neonatal, ou qualquer 

outro tipo de estimulação do animal neste período, provoca um distúrbio da relação mãe-

filhote (Levine, 1994).  As mães de filhotes submetidos à manipulação lambem mais sua 

prole do que mães de filhotes não-manipulados, ou seja, que não sofreram nenhum tipo de 

distúrbio (Barbazanges, 1996; Liu et al., 1997; Denenberg, 1999). Sabe-se, por outro lado, 

que o comportamento da mãe em relação ao filhote (lamber o corpo do filhote, por exemplo) 

afeta o desenvolvimento do seu sistema nervoso (Levine, 1991), o que poderia explicar as 

alterações comportamentais e endócrinas observadas na vida adulta desses animais. Assim, 

postula-se que seria a perturbação da relação mãe-filhote que induziria ao padrão 

comportamental e endócrino observado na vida adulta do animal manipulado no período 

neonatal.  

O período que corresponde às duas primeiras semanas de vida do rato é marcado por 

uma redução na capacidade de secretar hormônio adrenocorticotrófico (ACTH) e 

corticosterona frente a estímulos estressores (Walker et al., 1993). Em estudos realizados 

por Walker e colaboradores (1986), demonstrou-se que a estimulação neonatal produziu 

apenas discretas variações de ACTH e corticosterona. No rato, durante as primeiras duas 

semanas após o parto, a glândula supra-renal produz níveis muito baixos de hormônios 

corticosteróides. Os níveis de ACTH produzidos pela hipófise nessa fase são também muito 

baixos, aumentando paulatinamente até a puberdade (Walker et al., 1986). Por este motivo, 

durante esse período, chamado período hiporresponsivo ao estresse, as reações a 

estímulos ambientais são acompanhadas apenas por discreta elevação dos hormônios da 
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supra-renal, diferentemente do que acontece com animais adultos (Gould et al., 1991; 

Levine, 1994).  

O eixo hipotálamo-hipófise-supra-renal (HPA) somente funciona coordenadamente e 

apropriadamente quando todas as partes que o compõe se encontram amadurecidas. 

Amadurecimento não só da capacidade de síntese e secreção dos hormônios, mas também 

da resposta integrada com os tecidos alvos que articulam a retroalimentação da regulação 

hormonal. Uma possibilidade é de que a hipófise neonatal seja incapaz de responder à 

liberação de hormônio liberador de corticotropina (CRH) pelo hipotálamo via sistema porta-

hipotalâmico-hipofisário, devido à: 1) inabilidade para sintetizar e estocar ACTH; 2) 

imaturidade do sistema de receptores de CRH ou 3) dissociação entre a estimulação dos 

receptores de CRH e a secreção de ACTH. Estas considerações foram feitas por Walker e 

colaboradores (1986), que demonstraram que ratos injetados com CRH no período neonatal 

não produzem o aumento dos níveis de ACTH observados na idade adulta.  

Em ratos, durante o período hiporresponsivo ao estresse (duas primeiras semanas pós-

parto), tanto as estimulações aparentemente “inofensivas”, como a manipulação, quanto 

estímulos estressores como o frio e choque elétrico induzem praticamente as mesmas 

alterações comportamentais e endócrinas na fase adulta (Levine, 1994). Dessa forma, os 

grupos de pesquisa que trabalham nessa área consideram os estímulos a que os animais 

são submetidos no período neonatal apenas como estimulação sensorial, não os 

caracterizando como estressores, mesmo que assim o sejam considerados no animal adulto 

(Levine, 1994).  

 A manipulação neonatal, que é um procedimento aparentemente não-estressante ao 

animal, tem como conseqüência, na vida adulta, uma série de alterações comportamentais 

que se caracterizam, entre outras, por uma diminuição do medo a ambientes novos 

(Denenberg et al., 1973; Smythe et al., 1994). A partir desses trabalhos iniciou-se uma 

discussão em torno do período crítico do desenvolvimento do rato, o que levou a uma 

intensificação do estudo da estimulação neonatal.  

          Os padrões comportamentais alterados, na fase adulta, observadas no animal que 

sofreu manipulação neonatal, se caracterizam por uma interpretação inadequada do meio 

ambiente. Por exemplo, fêmeas que foram submetidas à estimulação neonatal aumentam o 

comportamento agressivo no período de lactação, durante o qual observa-se um aumento 
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significativo da atividade de morder o intruso. Apesar do intruso mostrar sinais claros de 

submissão, a fêmea residente insiste em atacá-lo (Padoin et al., 1995). Além disso, machos 

e fêmeas estimulados no período neonatal apresentam um maior comportamento 

exploratório a ambientes novos e aproximam-se com maior freqüência de um estímulo 

potencialmente destrutivo, representado pelo gato (teste de campo aberto com a presença 

de um gato engaiolado no canto do aparato) ou pela altura (durante teste de labirinto em 

cruz elevado, permanecem mais tempo no braço aberto) (Meaney et al., 1993). Esses 

resultados estão de acordo com aqueles descritos na literatura em que ratos manipulados 

no período neonatal mostram uma diminuição do medo em ambientes novos (Meaney et al., 

1993; Padoin et al., 2001). Além disso, diversas alterações reprodutivas foram 

demonstradas nos animais manipulados no período neonatal, como uma diminuição drástica 

da ovulação (Gomes et al., 1999), uma menor secreção de estradiol, hormônio luteinizante e 

prolactina no proestro (Gomes et al., 2005) e uma redução do comportamento sexual em 

machos e fêmeas (Padoin et al., 2001).  Sabe-se que esses animais quando adultos 

apresentam uma resposta menos acentuada da secreção de glicocorticóides pela supra-

renal, quando expostos a estímulos estressores (Levine, 1993). Assim, ratos manipulados 

no período neonatal apresentam uma secreção de corticosterona menor que animais não 

manipulados frente a novos estímulos estressantes (Levine, 1993; Meaney et al., 1993). 

Possíveis diferenças entre eles parecem ser devidas a uma sensibilidade diferencial do 

sistema nervoso central a mecanismos de retroalimentação negativa da supra-renal (Levine, 

1994). Foi também demonstrado que ratos adultos manipulados precocemente têm uma 

maior densidade de receptores glicocorticóides no hipocampo, região conhecida por mediar 

os efeitos inibitórios dos glicocorticóides sobre a síntese de CRH pelos neurônios da região 

paraventricular do hipotálamo (PVN) (Meaney et al., 1993; Saplosky, 1994). Postula-se que 

esta seria a causa das diferenças entre os animais manipulados e os não manipulados no 

período neonatal, quando submetidos ao estímulo estressor na vida adulta (Meaney et al., 

1994; Bhatnagar & Meaney, 1995).  

       Muitas questões sobre as alterações comportamentais e as reações ao estresse do 

animal adulto que foi submetido à estimulação neonatal ainda esperam respostas. Uma 

delas é saber qual ou quais sistemas neuromoduladores são afetados pela estimulação 
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durante o período neonatal, e que se mantêm alterados até a vida adulta, induzindo as 

mudanças neuroendócrinas e comportamentais observadas.  

      Outros estudos também demonstram que, juntamente com as alterações endócrinas, a 

manipulação neonatal pode produzir alterações estruturais estáveis, como a diminuição no 

número de neurônios encontrados em diferentes áreas do sistema nervoso central de ratos. 

Lucion e colaboradores (2003) observaram que a manipulação neonatal produziu uma 

redução no número de neurônios no locus coeruleos (LC) de ratos machos e fêmeas em 

diferentes idades (11, 27, 36 e 90 dias de vida). Ainda, na amígdala medial, a manipulação 

neonatal promove, em ratos machos e fêmeas, uma diminuição no número de neurônios aos 

11 e aos 90 dias de idade, e no córtex frontal, uma diminuição no número de neurônios nas 

camadas 2 e 3 em ratos de 11 dias de idade de ambos os sexos (Lucion et al., 1999). Mais 

recentemente, estudos realizados por Gomes e colaboradores (2006) demonstraram que a 

estimulação neonatal reduz a densidade de receptores para ang II na área pré-óptica medial 

e no PVN de ratas adultas manipuladas no período neonatal. Também foi demonstrado por 

Winkelmann-Duarte e colaboradores (2007) uma redução no número de células no PVN e 

no núcleo supra-óptico (SON) em fêmeas de 11 e 90 dias, mostrando que as alterações 

morfológicas observadas em fases iniciais persistem na vida adulta. Esse conjunto de dados 

indica que o sistema angiotensinérgico também pode ser afetado pelas variações precoces 

no ambiente dos animais, e que estas alterações são estáveis.  

       A ang II é um octapeptídeo envolvido em funções de regulação da pressão arterial, 

equilíbrio eletrolítico, hemodinâmica renal, controle da função reprodutiva através da 

regulação da secreção de hormônios da adeno-hipófise, entre outros (Saavedra, 1992). A 

ang II é o componente ativo do sistema renina-angiotensina (RAS), no qual a renina 

derivada do tecido renal cliva o angiotensinogênio derivado do tecido hepático e forma o 

decapeptídeo angiotensina I (ang I),  o qual é convertido pela enzima conversora de 

angiotensina (ECA), presente em diversos tecidos, em ang II (forma ativa) (Berry et al., 

2001). Além do mecanismo clássico do sistema renina-angiotensina periférico, está bem 

estabelecida a presença de diversos sistemas locais e, entre eles, um sistema renina-

angiotensina central (Bickerton & Buckley, 1961).   

A ang II exerce suas ações através de receptores que foram classificados 

farmacologicamente em dois subtipos, receptores AT1 e AT2 (Timmermans, 1993). Os 
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receptores de ang II estão amplamente distribuídos pelo SNC, incluindo núcleos 

caracteristicamente angiotensinérgicos como o órgão subfornicial (SFO) entre outros como o 

núcleo pré-óptico mediano (MnPO), o núcleo paraventricular (PVN) e o núcleo arqueado 

(ARQ) (Lenkei et al., 1997). O SFO é um núcleo dos chamados órgãos circumventriculares, 

localizados fora da barreira hemato-encefálica, e que desempenham papel importante no 

controle de funções como a regulação da pressão arterial e do equilíbrio hídrico (Fitzsimons, 

1998). Este núcleo apresenta uma alta densidade de receptores do tipo AT1 de ang II 

(Lenkey et al., 1997) e representa uma conexão direta entre os sistemas angiotensinérgicos 

periférico e central, já que ele responde à estimulação da ang II plasmática (Gross et al., 

1985). Além disso, outro núcleo de grande importância para o controle do equilíbrio hídrico e 

da ingestão de sódio é o MnPO (Fitzsimons, 1998), que também possui receptores do tipo 

AT1 de ang II (Lenkei et al., 1997) e recebe eferências do SFO, projetando depois para o 

PVN e núcleo supra-óptico (Lind et al., 1985; Mckinley et al., 2003).  

O comportamento de ingestão hídrica é fundamental para a manutenção do equilíbrio 

das funções orgânicas e a ang II é um dos principais reguladores dessa função. Injeções 

intracerebroventriculares (ICV) de ang II provocam uma ingestão hídrica volumosa e que, 

em certas doses, pode acarretar o consumo de água de um dia inteiro nos 15 minutos 

subseqüentes à injeção (Fitzsimons, 1998). Além disso, o comportamento de ingestão 

hídrica sofre influência dos hormônios ovarianos e difere entre machos e fêmeas (Kinsley et 

al. 1999; Fitzsimons, 1998). A ingestão hídrica apresenta uma variação cíclica nas diferentes 

fases do ciclo estral da rata, com a menor ingestão ocorrendo no estro em comparação com 

as demais fases do ciclo estral (Findlay et. al., 1979). Considerando uma possível alteração 

no sistema angiotensinérgico em animais manipulados e sua devida importância na 

regulação do comportamento de ingestão hídrica, decidiu-se investigar tal comportamento 

nestes animais, assim como as respectivas concentrações de ang II plasmática, em ratos 

machos em condições basais. 

Além do comportamento de ingestão hídrica, o equilíbrio hídrico de um organismo 

depende do funcionamento adequado do sistema renal. Em roedores, os rins e o trato 

urinário ainda são muito imaturos ao nascimento e, no caso dos ratos, o processo de 

nefrogênese se estende até o 18o dia pós-parto (Matsusaka et al., 2002; Chen et al., 2004).  
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Sabe-se que o sistema renina-angiotensina (RAS) também está envolvido em 

processos de crescimento celular normais e alterados. O crescimento promovido pela ação 

da angiotensina tem sido demonstrado em várias células e tecidos (Chen et al., 2004), 

incluíndo células musculares lisas vasculares, células mesangiais glomerulares e células 

epiteliais tubulares (Oliverio et al., 1997). Nos rins, todos os componentes do RAS (renina, 

angiotensinogênio e enzima conversora de angiotensina) e os receptores AT1 e AT2 para ang 

II são sintetizados localmente. Além disso, a expressão de todos os componentes do RAS 

nos rins pode ser detectada a partir de 12-17 dias de gestação e está aumentada em fetos e 

ratos neonatos em comparação aos ratos adultos (Gomez & Norwood, 1995). O crescimento 

renal, durante a nefrogênese, é caracterizado por uma proliferação celular ativa, 

acompanhada por uma ampla cascata apoptótica para eliminar as células não utilizadas. 

Além do seu clássico papel na regulação da pressão arterial, a ang II é também conhecida 

por ser um fator de crescimento. A ausência da estimulação promovida pelo receptor do tipo 

AT1 poderia interferir no balanço entre proliferação celular/ apoptose através de diferentes 

vias (Chen et al., 2004). Além dos efeitos de estimulação direta sobre o crescimento e 

proliferação celular, Nilsson e colaboradores (2000, 2003) demonstraram que a ang II 

também pode regular a síntese de outros fatores de crescimento  que desempenham 

importantes funções no desenvolvimento renal normal, como o IGF-I (Insulin-like Growth 

Factor- I). Em apoio a esta idéia, o bloqueio farmacológico de receptores do tipo AT1 em 

animais durante o período de nefrogênense produz anormalidades renais histológicas 

específicas, caracterizadas por atrofia de papilas associada à dilatação pélvica, aumento do 

volume intersticial acompanhado de fibrose e infiltrados de células inflamatórias e atrofia 

tubular. A vasculatura renal também parece ser afetada, caracterizada por arteríolas 

aferentes mais curtas e com espessamento anormal de suas paredes (Tufro-McReddie et 

al., 1995). Por meio do mesmo bloqueio farmacológico de receptores AT1, Friberg e 

colaboradores (1994) demonstraram alterações na função renal, além por aumento 

considerável na ingestão hídrica e no volume urinário, acompanhados por uma redução de 

aproximadamente 50% na osmolaridade da urina. Esta redução na osmolaridade da urina 

persistiu mesmo após 36 horas de privação hídrica e da administração de 1-desamino-8-D-

arginina vasopressina, indicando que a dificuldade na concentração de urina foi de origem 

renal (Guron et al. 1999). As anormalidades no manejo hídrico são coerentes com a atrofia 
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papilar observada, a qual dificulta a eficiência do sistema de contra-corrente por 

multiplicação, reduzindo a reabsorção tubular de água nos ductos coletores medulares.  

 Alterações similares na morfologia e função renal ocorrem também em ratos com a 

inativação específica de genes que decodificam renina, angiotensinogênio, enzima 

conversora de angiotensina (ECA), ou receptores dos tipos AT1A e AT1B (Yanai et al., 2000; 

Niimura et al., 1995; Esther et al., 1996; Tsuchida et al., 1998). Além disso, ratos mutantes 

sem o receptor AT1 de ang II no período neonatal, apresentam alterações similares às 

encontradas nos ratos sem o gene para o angiotensinogênio. Esses animais apresentam 

defeitos na formação da pelve renal e um desenvolvimento anormal da musculatura lisa do 

ureter, diminuindo o movimento peristáltico que impulsiona a urina e gerando uma pressão 

retrógrada aumentada que é lesiva ao parênquima renal. 

 Juntos, estes resultados claramente indicam que um RAS intacto é um pré-requisito 

para um desenvolvimento renal normal (Chen et al., 2004). Outro fator importante é que 

essas alterações não são tão evidentes no momento do nascimento, evidenciando um papel 

da ang II durante a maturação do sistema renal no período neonatal. No entanto, ratos que 

não possuem o receptor AT2 não apresentam essas alterações, evidenciando o papel do 

receptor AT1 nesses mecanismos. De uma forma geral, esse conjunto de dados indica que 

alterações do sistema angiotensinérgico no período pós-natal levam a modificações 

estruturais permanentes nos rins (Matsusaka et al., 2002; Chen et al., 2004). 

Estudos prévios realizados em nosso laboratório por Donadio e colaboradores (2006) 

demonstraram ausência de lesões no tecido renal como possível conseqüência da 

estimulação neonatal e seu respectivo impacto sobre o sistema angiotensinérgico. No 

entanto, no presente estudo, ainda julgou-se pertinente avaliar aspectos morfológicos destes 

órgãos, como a espessura da área cortical. 

Baseado nesse conjunto de dados, o presente trabalho tem por objetivo investigar os 

efeitos da manipulação neonatal sobre o sistema angiotensinérgico e suas repercussões 

sobre aspectos da regulação hídrica, da função e do desenvolvimento renal, em ratos. 
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2- HIPÓTESE 

 

Considerando-se que os eventos ambientais que ocorrem no período neonatal 

produzem efeitos sobre aspectos comportamentais e neuroendócrinos e que estes 

manifestam-se na vida adulta, levantou-se a hipótese de que a manipulação neonatal 

também possa exercer efeitos sobre os mecanismos envolvidos na regulação do equilíbrio 

hidroeletrolítico, tais como o comportamento de ingestão hídrica e a função renal. Ainda, que 

o sistema angiotensinérgico esteja envolvido na gênese dessas alterações, possivelmente 

manifestando-se através de modificações nas concentrações plasmáticas de Angiotensina II, 

um dos principais hormônios envolvidos na regulação do equilíbrio hídrico.   
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3- OBJETIVO 

 

3.1- Objetivo geral:  

 

O presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos da manipulação neonatal sobre 

o sistema angiotensinérgico e suas repercussões sobre a regulação do equilíbrio hídrico em 

ratos machos filhotes e adultos. 

 

3.2- Objetivos específicos: 

 

1- Avaliar o efeito da manipulação neonatal sobre as concentrações plasmáticas 

basais de angiotensina II e corticosterona em ratos de diferentes idades. 

2- Avaliar o efeito da manipulação neonatal sobre a ingestão hídrica basal e a 

função renal em diferentes idades. 

3- Avaliar o efeito da manipulação neonatal sobre o desenvolvimento corporal, 

desenvolvimento renal e das glândulas supra-renais nas diferentes idades. 

4- Avaliar o efeito da manipulação neonatal sobre a morfologia renal. 
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4- MATERIAL E MÉTODO 

 

4.1- Animais 

 

Fêmeas Wistar prenhas, provenientes do biotério do Instituto de Ciências Básicas da 

Saúde (ICBS) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), foram mantidas em 

caixas plásticas de 40 x 34 x 18 cm, no ratário do laboratório de Neuroendocrinologia do 

Comportamento, com temperatura controlada (~22º), ciclo claro/escuro (6:00 às 18:00 claro / 

18:00 às 6 escuro) e livre acesso à água e ração. Após vinte e quatro horas do nascimento 

dos filhotes, o que foi considerado como o primeiro dia de vida, as ninhadas foram 

padronizadas em oito filhotes cada, e separadas em dois grupos: manipulados e não- 

manipulados. No grupo não-manipulado, o processo de padronização das ninhadas 

consistiu na retirada aleatória do número de filhotes necessário para que permanecessem 

oito filhotes em cada ninhada. No grupo manipulado, houve a retirada de fêmeas para atingir 

o número de oito filhotes em cada ninhada, dando preferência à permanência de machos 

(objeto do presente estudo). Durante o período neonatal do grupo não-manipulado apenas 

os procedimentos de reposição de água e ração foram realizados, enquanto que no grupo 

manipulado, a estimulação sensorial tátil (manipulação) foi realizada durante os dez 

primeiros dias após o nascimento. 

Todos os experimentos foram realizados de acordo com o Guia para o Cuidado e Uso 

de Animais de Laboratório do National Institutes of Health (NIH), e com aprovação do 

Comitê de Ética em Pesquisa da UFRGS.  

 

4.2- Manipulação Neonatal 

 

A manipulação foi realizada em sala anexa ao ratário. Para este procedimento, retirava-

se a mãe da caixa e todos os filhotes eram manipulados por um minuto. A seguir, a mãe dos 

filhotes retornava à caixa-residência e esta era recolocada no ratário. Este procedimento foi 

iniciado após 24h do nascimento dos filhotes (1o dia) e seguiu diariamente até o 10o dia. 
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4.3- Grupos Experimentais 

 

Setenta ninhadas foram divididas, logo após o nascimento, em dois grupos: 

manipulado (M) e não-manipulado (NM). Cada um dos grupos M e NM foram subdivididos 

em três grupos, correspondendo às três idades analisadas: 11, 45 e 90 dias de idade (11M, 

11NM, 45M, 45NM, 90M e 90 NM).  

 

4.4- Coleta de dados 

 

Após o período correspondente à manipulação neonatal (10 primeiros dias de vida), 2 

machos de cada ninhada eram retirados para verificação do peso corporal, decapitação para 

coleta de sangue (“pool” de plasma de 2 animais), seguido de retirada e pesagem dos rins e 

glândulas supra-renais em balança eletrônica. A ninhada seguia até os 21 dias, quando 

ocorria o desmame, retirando-se as mães da caixa-residência e separando os filhotes 

conforme o sexo. Apenas machos foram utilizados neste estudo, de modo que os filhotes 

machos seguiram sendo utilizados após o desmame. As mães e as fêmeas descartadas no 

desmame eram reconduzidas ao biotério do ICBS, onde foram descartadas segundo 

procedimento padrão. Aos 45 dias, retirou-se 1 macho de cada colônia (cada colônia 

correspondia aos animais de uma ninhada), os quais foram colocados em gaiolas 

metabólicas por um período de 24 horas para a quantificação da água ingerida e do volume 

urinário excretado. Passado o período de 24 horas, os animais eram retirados das gaiolas 

metabólicas, pesados e decapitados para coleta de sangue, seguido de retirada e pesagem 

de rins e glândulas supra-renais. O mesmo procedimento foi aplicado aos animais 

remanescentes de cada colônia, quando estes completavam 90 dias de vida. 

O sangue coletado foi centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos em centrífuga 

refrigerada e o plasma foi armazenado em freezer -70ºC para posteriores dosagens 

hormonais. Os rins, após retirados e pesados, foram fixados por 48 horas em 

paraformoldeído a 8%, seguidos de emblocamento em parafina para posterior análise 

morfológica. A urina coletada após 24 horas foi centrifugada a 3.000 rpm por 15 minutos e 

armazenada em freezer -70ºC para posterior análise da função renal. 
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4.5- Função Renal 

 

A creatinina sérica foi mensurada através do método de Jaffe, utilizando-se kit 

comercial Labtest (Labtest Diagnostica - Minas Gerais, Brasil), de acordo com as instruções 

do fabricante. A creatinina urinária foi mensurada utilizando-se o mesmo kit comercial 

Labtest, como descrito para mensuração da creatinina sérica. A taxa de filtração glomerular 

foi calculada através da depuração da creatinina utilizando-se a seguinte fórmula: (creatinina 

urinária x creatinina sérica) / (volume urinário x 1440).  

 

4.6- Relação peso renal/ peso corporal  

 

Para estabelecer a relação entre o peso renal e o peso corporal, os animais foram 

pesados antes da coleta de sangue por decapitação. Após, os rins foram retirados e 

pesados em balança eletrônica. Foi utilizada a seguinte relação: peso renal / peso corporal x 

100.  

 

4.7- Análise morfológica 

 

Os rins extraídos dos animais após decapitação sofreram secção em plano coronal na 

sua porção média (hilo) e fixados em paraformoldeído a 8% durante 24 horas. Após, foram 

emblocados em parafina conforme protocolo padrão. Foram cortados em micrótomo rotativo 

de parafina a partir da secção coronal, em cortes com espessura de 10µm. A seguir, foram 

corados com eosina-hematoxilina, segundo protocolo de coloração.  

As imagens do primeiro corte foram capturadas com ampliação de 40x por microscópio 

óptico (Olympus BX 40f-3) e pelo programa Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Silver 

Spring, EUA) e a seguir, com as ferramentas deste mesmo programa, foi realizada a 

mensuração da espessura da área cortical renal. O valor utilizado (expresso em 

micrômetros) foi a média de um total de 4 mensurações realizadas em distintas partes de 

cada corte. 
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4.8- Dosagens Hormonais  

 

A dosagem de angiotensina II plasmática foi realizada pelo Teste ELISA (Enzyme 

Linked Immunonosorbent Assay), com Angiotensin II – EIA kit (Peninsula Laboratories Inc. – 

San Carlos, USA), concentração mínima detectável de 0,02-0,04 ng/mL. Os procedimentos 

foram realizados conforme orientação do fabricante.  

A dosagem de corticosterona foi realizada por radioimunoensaio, utilizando-se padrão e 

anticorpo específicos adquiridos da Sigma (USA) e corticosterona triciada adquirida da 

Amersham (USA). A separação das frações livre e ligada foi realizada com utilização de 

carvão-dextran (0,5/ 0,05%). Antes do radioimunoensaio, amostras de plasma (25µL) foram 

colocadas em tubos individuais, aos quais adicionou-se etanol (1mL). Para extração de 

corticosterona, os tubos foram cenrifugados por 15 minutos, sob refrigeração (4ºC), a 2000 

rpm. Em seguida, os sobrenadantes foram vertidos pra outros tubos para o processo de 

liofilização. O material seco foi armazenado a -20ºC até a realização do radioimunoensaio, 

quando foi ressuspenso em 500µL de tampão fosfato. As amostras de um mesmo 

experimento foram dosadas no mesmo ensaio. O erro intra-ensaio foi de 5%, com 

concentração mínima detectável de 0,8ng/mL. 

 

4.9- Análise Estatística 

 

Para testarmos o efeito da estimulação neonatal nas diferentes idades sobre o peso 

corporal, peso renal, peso das glândulas supra-renais, ingestão hídrica de 24h, volume 

urinário, taxa de filtração glomerular e concentrações plasmáticas de angiotensina II e 

corticosterona, foi utilizado teste t de Student para dados paramétricos. Para analisarmos as 

concentrações hormonais entre indivíduos de diferentes idades, porém pertencentes ao 

mesmo grupo, foi utilizada a análise de variância de uma via (One-way ANOVA) seguido de 

pós-teste de Bonferroni. As análises estatísticas foram realizadas pelo programa GraphPad 

Prism® versão 4.  

Os resultados obtidos são expressos em média ± EPM (erro padrão da média), sendo 

adotado um nível de significância de p< 0,05. 
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5 - RESULTADOS 

 

Os resultados obtidos com os seis diferentes grupos (11NM, 11M, 45NM, 45M, 90NM, 

90M) são expressos em média ± EPM (erro padrão da média).  

 

5.1- Peso corporal 

 

Aos 11 dias de idade, os animais manipulados e não manipulados não apresentaram 

diferenças no peso corporal (11NM: 20,76 ± 0,49g vs 11M: 21,46 ± 0,44g). Aos 45 dias de 

idade também não houve diferença entre os grupos (45NM: 165 ± 3,4g vs 45M: 158 ± 4,1g), 

o mesmo tendo sido observado nos animais de 90 dias de idade, entre os diferentes grupos 

(90NM: 322 ± 8,76g vs 90M: 328 ± 7,56g), (Fig. 1). 
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Figura 1: Peso corporal de animais manipulados e não-manipulados. A: animais de 11 dias; B: animais 

de 45 dias; C: animais de 90 dias.  



 

 27 

5.2- Peso renal  

 

Os animais de 11 dias não apresentaram diferenças no peso dos dois rins (11NM: 0,23 

± 0,01g vs 11M: 0,23 ± 0,01g) após a manipulação. Também não foi observada diferença de 

peso renal nos animais de 45 dias (45NM: 1,54 ± 0,04g vs 45M: 1,46 ± 0,05g). Aos 90 dias, 

foi observada redução significativa (p< 0,05) no peso renal total nos animais manipulados 

em relação aos não-manipulados (90NM: 2,51 ± 0,07g vs 90M: 2,30 ± 0,05g), (Fig. 2). 
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Figura 2: Peso renal entre animais manipulados e não-manipulados. A: animais de 11 dias; B: animais 

de 45 dias; C: animais de 90 dias. * p< 0,05. 
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5.3- Peso das glândulas supra-renais 

 

Não foram observadas diferenças significativas entre os grupos manipulado e não-

manipulado nas diferentes idades analisadas (11NM: 6,5 ± 0,2mg vs 11M: 6,5 ± 0,2mg); 

(45NM: 46,7mg ± 1,6 vs 45M: 43,9 ± 1,3 mg); (90NM: 58,88 ± 1,88mg vs 90M: 60,75 ± 1,73 

mg), (Fig. 3). 
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Figura 3: Peso das glândulas supra-renais em animais manipulados e não-manipulados. A: animais de 

11 dias; B: animais de 45 dias; C: animais de 90 dias. 
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5.4- Relação entre peso renal e peso corporal 

 

Não foram observadas diferenças significativas entre os animais dos grupos não- 

manipulado e manipulado de 11 dias (11NM: 1.1 ± 0,014 vs 11M: 1.1 ± 0,013) e de 45 dias 

(45NM: 0,93 ± 0,013 vs 45M: 0,93 ± 0,012). Nos animais de 90 dias, o grupo manipulado 

apresentou redução significativa (p< 0,05) na relação peso renal/ peso corporal (90NM: 0,78 

± 0,014 vs 90M: 0,71 ± 0,015), (Fig. 4). 
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Figura 4: Média da relação peso renal/ peso corporal (x100) de animais manipulados e não-manipulados. 

A: animais de 11 dias; B: animais de 45 dias; C: animais de 90 dias. * p< 0,05. 
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5.5- Medida da espessura do córtex renal 

 

Não foram observadas diferenças significativas na espessura de córtex renal entre 

animais manipulados e não-manipulados nas diferentes idades analisadas (11NM: 1.1 ± 

0,47mm vs 11M: 1,1 ± 0,1mm); (45NM:1,9 ± 0,11mm vs 45M: 2,0 ± 0,13mm); (90NM:1,9 ± 

0,13mm vs 90M: 2,2 ± 0,21mm), (Fig. 5). 
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Figura 5: Média da espessura do córtex renal em animais manipulados e não-manipulados. A: animais 

de 11 dias; B: animais de 45 dias; C: animais de 90 dias.  
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5.6- Ingestão hídrica basal (24h) 

 

A análise de ingestão hídrica basal foi realizada nos animais de 45 e 90 dias de idade, 

dos diferentes grupos experimentais (manipulados e não-manipulados). Aos 45 dias não 

houve diferença entre os grupos (45NM: 29,8 ± 1,3mL vs 45M: 32,9 ± 2,7mL). Porém, aos 90 

dias de idade foi observada diferença, a qual apresentou redução significativa (p< 0,05) da 

ingestão hídrica basal nos animais manipulados (90NM: 39,75 ± 1,97mL vs 90M: 33,68 ± 

1,82mL), (Fig. 6). 
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Figura 6: Média da ingestão hídrica basal de 24h de animais manipulados e não-manipulados. A: animais 

de 45 dias; B: animais de 90 dias. *p< 0,05. 
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5.7- Volume urinário (24h) 

 

A análise do volume urinário foi realizada nos animais de 45 e 90 dias de idade, dos 

diferentes grupos experimentais (manipulado e não-manipulado). Nos animais de 45 dias 

não foi observada diferença no volume de urina excretado (45NM: 5,1 ± 2,2mL vs 45M: 5,1 ± 

2,1mL). Porém, nos animais de 90 dias de idade, houve redução significativa (p< 0,05) do 

volume urinário excretado pelos animais do grupo manipulado (90NM: 17,27 ± 0,92mL vs 

90M: 13,55 ± 0,88mL), (Fig. 7).  
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Figura 7: Média do volume urinário de 24h de animais manipulados e não-manipulados. A: animais de 45 

dias; B: animais de 90 dias. *p< 0,05. 
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5.8- Taxa de filtração glomerular (TFG) 

 

Os animais de 45 dias não apresentaram diferenças significativas na taxa de filtração 

glomerular (45NM: 0,37 ± 0,07mL/min vs 45M: 0,26 ± 0,04mL/min). Os animais de 90 dias 

apresentaram diferenças significativas (p<0,05) na taxa de filtração glomerular, evidenciada 

por uma redução no grupo manipulado (90NM: 0,89 ± 0,11mL/min vs 90M: 0,36 ± 0,05 

mL/min), (Fig 8).  
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Figura 8: Taxa de filtração glomerular (TGF) de animais manipulados e não-manipulados. A: animais de 

45 dias; B: animais de 90 dias. *p< 0,05. 
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5.9 - Dosagens hormonais  

 

5.9.1 – Corticosterona 

 

Nos animais de 11 dias de idade, observou-se uma redução significativa (p< 0,05) da 

concentração plasmática de corticosterona nos animais manipulados (11NM: 5,26 ± 

0,58ng/mL vs 11M: 2,52 ± 0,35 ng/mL). Nos animais de 45 dias, não foi observada diferença 

entre os grupos (45NM: 98,61 ± 14,77ng/mL vs 45M: 110,00 ± 12,20ng/mL). Houve diferença 

significativa (p< 0,05) entre os animais de 90 dias, nos quais o grupo manipulado apresentou 

redução da concentração plasmática de corticosterona em comparação aos animais não- 

manipulados (90NM: 76,14 ± 8,06ng/mL vs 90M: 39,46 ± 3,52 ng/mL).  
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Figura 9: Concentrações de corticosterona plasmática (ng/mL) em animais manipulados e não- 

manipulados. A: animais de 11 dias; B: animais de 45 dias; C: animais de 90 dias. * p< 0,05. 
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Ao analisarmos as concentrações plasmáticas de Corticosterona nos animais do grupo 

não-manipulado entre as diferentes idades, observamos diferenças significativas através da 

ANOVA de 1 via [F(2,55)= 21, P= 0,0001].  Foi demonstrado um aumento significativo 

comparando-se os grupos de 90 (76,14 ± 8,06ng/mL) e 45 dias (98,61 ± 14,77ng/mL) com o 

grupo de 11 dias (5,26 ± 0,58ng/mL) (p< 0,001). Além disso, também foi demonstrada uma 

redução nos animais de 90 dias quando comparado aos de 45 dias (p< 0,05) (Fig. 10).  
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Figura 10: Concentrações plasmáticas de corticosterona (ng/mL) em animais do grupo não-manipulado, 

em diferentes idades. Letras diferentes indicam diferenças significativas. A ≠ de B e C (p< 0,001) e B ≠ C (p< 

0,05). 
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Através da ANOVA de 1 via também observamos diferenças nas concentrações 

plasmáticas de corticosterona nos animais manipulados entre as diferentes idades [F(2,63)= 

51, P= 0,0001]. Observamos um aumento significativo comparando-se os animais de 90 dias 

(39,46 ± 3,52ng/ml) (p< 0,01) e 45 dias (110 ± 12,2ng/mL) (p< 0,001) com os animais de 11 

dias (2,52 ± 0,35ng/mL). Houve também diferenças entre os animais de 90 e 45 dias (p< 

0,001), (Fig 11).  
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Figura 11: Concentrações plasmáticas de corticosterona (ng/mL) em animais do grupo manipulado, em 

diferentes idades. Letras diferentes indicam diferenças significativas. A ≠ B (p< 0,001) e C (p< 0,01). B ≠ C (p< 

0,001). 
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5.9.2- Angiotensina II 

 

Os animais de 11dias do grupo manipulado apresentaram um aumento significativo (p< 

0,05) da concentração plasmática de ang II em comparação ao grupo não-manipulado 

(11NM: 0,32 ± 0,04ng/mL vs 11M: 0,46 ± 0,04 ng/mL). O contrário foi observado nos animais 

de 90 dias, nos quais houve redução significativa (p< 0,05) no grupo manipulado (90NM: 

0,27 ± 0,03ng/mL vs 90M: 0,19 ± 0,05 ng/mL). Nos animais de 45 dias não foi observada 

diferença entre os grupos (45NM: 0,24 ± 0,07ng/mL vs 45M: 0,31 ± 0,04 ng/mL), (Fig 12).  
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Figura 12: Concentrações plasmáticas de angiotensina II (ng/mL) em animais manipulados e não- 

manipulados. A: animais de 11 dias; B: animais de 45 dias, C: animais de 90 dias. * p< 0,05. 
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Ao analisarmos as concentrações plasmáticas de ang II nos animais do grupo não- 

manipulado, entre as diferentes idades, não observamos diferenças significativas através da 

ANOVA de 1 via [F(2, 37)= 0,055, P= 0,58], (Fig. 13).   
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Figura 13: Concentrações plasmáticas de angiotensina II em animais do grupo não manipulado, entre as 

diferentes idades.  
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Ao utilizarmos a ANOVA de 1 via para analisarmos as diferenças de concentração 

plasmática de ang II, encontramos diferenças significativas [F(2,34)= 17, P= 0,0001] entre as 

diferentes idades dos animais do grupo manipulado. Houve uma reução a partir dos 11 dias 

(0,46 ± 0,04ng/mL) até os 45 dias (0,31 ± 0,03ng/mL) (p< 0,05), e deste para os 90 dias 

(0,19 ± 0,05) (p< 0,05), (Fig. 14).  
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Figura 14: Concentrações plasmáticas de angiotensina II em animais do grupo manipulado, entre as 

diferentes idades. Letras diferentes indicam diferenças significativas. A ≠ B (p< 0,05) e C (p< 0,001). B ≠ C (p< 

0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 46 

5- RESUMO DOS RESULTADOS 

 

Abaixo, são apresentados os resumos dos resultados obtidos para as análises 

realizadas em animais das diferentes idades estudadas, grupos não manipulado e 

manipulado (tabelas 1, 2 e 3). Todos os resultados foram expressos como média ± EPM, e 

analisadas através de teste t de Student. A significância aceita é de p ≤ 0,05.  

 

Tabela 1: Resumo dos resultados obtidos em animais de 11 dias. 

 

Tabela 2: Resumo dos resultados obtidos em animais de 45 dias.  
 

Animais de 11 dias                         Não manipulado                     Manipulado         
 

Peso corporal (g)                               20,45 ± 0,49                        21,46 ± 0,44       

Peso renal (g)                                      0,23 ± 0,01                          0,23 ± 0,01        

Peso renal/peso corporal (x100)          1,09 ± 0,27                         1,08 ± 0,27         

Peso supra-renais (mg)                          6,5 ± 0,2                             6,5 ± 0,2           

Corticosterona (ng/mL)                         5,26 ± 0,58                         2,52 ± 0,35 *       

Angiotensina II (ng/mL)                        0,32 ± 0                               0,46 ± 0,04 *       

 

Animais de 45 dias                         Não manipulado                       Manipulado            

 

Peso corporal (g)                                 1,65 ± 3,4                            1,58 ± 4,1              

Peso renal (g)                                      1,54 ± 0,04                          1,46 ± 0,05          

Peso supra-renais (mg)                       46,7 ± 1,6                            43,9 ± 1,3            

Peso renal/ peso corporal (x100)        0,93 ± 0,24                          0,93 ± 0,23          

Ingestão Hídrica (mL)                          29,8 ± 1,3                            32,9 ± 2,7            

Volume urinário (mL)                             8,1 ± 0,5                              8,1 ± 0,7            

TFG (mL/min)                                      0,37 ± 0,07                           0,26 ± 0,04           

Corticosterona (ng/mL)                      98,61 ± 14,77                   110,00 ± 12,20         

Angiotensina II (ng/mL)                        0,24 ± 0,07                        31,1 ± 0,04          
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Tabela 3: Resumo dos resultados obtidos em animais de 90 dias. 
 

 
 

As tabelas 4 e 5 apresentam o resumo das diferenças encontradas nas concentrações 

plasmáticas de ang II e corticosterona entre os animais do grupo não-manipulado e 

manipulado, nas diferentes idades. Todos os resultados foram expressos como média ± 

EPM, e analisadas por análise de variância de uma via (one-way ANOVA). A significância 

aceita é de p ≤ 0,05. 

 

Tabela 4: Resumo das concentrações hormonais dos animais do grupo não-

manipulado, em diferentes idades. Letras diferentes indicam diferenças significativas. 

 

 

 

 

Animais de 90 dias                          Não manipulado                      Manipulado           

 

Peso corporal (g)                                322 ± 8,76                             328 ± 7,5              

Peso renal (g)                                    2,51 ± 0,07                            2,30 ± 0,0 *              

Peso supra-renais (mg)                     58,8 ± 1,88                          60,75 ± 1,73           

Peso renal/ peso corporal (x100)       0,78 ± 0,20                           0,71 ± 0,18 *            

Ingestão Hídrica (mL)                       39,75 ± 1,97                         33,68 ± 1,82 *           

Volume urinário (mL)                        17,27 ± 0,92                         13,65 ± 0,88 *          

TFG (mL/min)                                      0,89 ± 0,11                           0,36 ± 0,05 *            

Corticosterona (ng/mL)                     76,14 ± 8,6                           39,46 ± 3,52 *         

Angiotensina II (ng/mL)                      0,27 ± 0,03                           0,19 ± 0,05 *            

Idade (dias)                                      11                        45                         90                                 

 

Ang II (ng/mL)                            0,32 ± 0,04         0,24 ± 0,07            0,27 ± 0,03      

Corticosterona (ng/mL)              5,26 ± 0,58 a     98,61 ± 14,77 b     76, 14 ± 8,06 c     
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Tabela 5: Resumo das concentrações hormonais do grupo manipulado, entre as 

diferentes idades. Letras diferentes indicam diferenças significativas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Idade (dias)                                       11                      45                          90                      

 

Ang II (ng/mL)                             0,45 ± 0,04 a      0,31 ± 0,04 b          0,19 ± 0,05 c       

Corticosterona (ng/mL)                2,52± 0,35 a    110,0 ± 12,20 b      39,46 ± 3,52 c        
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7- DISCUSSÃO 

 

Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que um evento ambiental que 

produz uma ruptura na relação mãe-filhote, representado pela manipulação diária por 1 

minuto, pode, na vida adulta, provocar alterações nos mecanismos envolvidos na regulação 

do equilíbrio hidroeletrolítico, que estão associados às modificações no sistema 

angiotensinérgico e na função renal na vida adulta.  

Os animais que foram expostos à manipulação neonatal apresentaram redução da 

ingestão hídrica, do volume urinário, do peso renal, da taxa de filtração glomerular (TFG) e 

também redução nas concentrações plasmáticas de ang II e corticosterona., quando adultos 

Uma das alterações possivelmente induzidas pela manipulação neonatal, também 

analisadas neste estudo, foi a influência sobre o ganho de peso corporal durante o 

desenvolvimento dos animais. Estudos prévios têm demonstrado que a manipulação 

neonatal não exerce influência sobre o peso corporal (Young, 2000; Silveira et al. 2006; 

Winkelmann-Duarte et al., 2007), embora Gonzalez e colaboradores (1990) tenham 

demonstrado um aumento de peso corporal em animais manipulados. Os resultados do 

presente estudo demonstraram que a estimulação neonatal não produziu diferenças de peso 

corporal nos diferentes grupos estudados, nas diferentes idades analisadas. 

Com relação à função renal, o parâmetro adotado para analisá-la foi o cálculo da taxa 

de filtração glomerular (TFG) e o volume de urina excretado em 24h, os quais apresentaram 

redução nos animais adultos. Em associação a isso, observamos que estes animais 

apresentaram uma concentração plasmática de ang II reduzida em comparação aos animais 

de mesma idade não-manipulados.  

Os efeitos da ang II nos rins são múltiplos. Este hormônio modula o fluxo sangüíneo 

renal e a taxa de filtração glomerular através de vasoconstrição renal, nos vasos arteriais e 

nas células mesangiais, ambos os efeitos produzidos pela ativação de receptores AT1. Ela 

age também sobre as células tubulares, para promover a reabsorção de sódio (Shanmugam 

& Sandberg, 1996). Realizando microperfusão in vivo, em ratos, Quan e colaboradores 

(2004) demonstraram que a ang II intraluminal regula o transporte tubular proximal. A 

perfusão luminal com um antagonista de receptor AT1 para ang II (losartan) ou com um 
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inibidor da enzima conversora de angiotensina (ECA) (enalapril) reduziu o volume 

reabsorvido no túbulo proximal cerca de 35 - 40%. A redução no transporte observado com 

o uso de enalapril foi completamente revertida com a adição de ang II. Este estudo 

demonstra a presença de um sistema renina-angiotensina (RAS) local, nos túbulos 

proximais renais e o papel destacado da ang II intraluminal e seu estímulo direto sobre o 

transporte tubular proximal.   

A reabsorção de sódio é também mediada indiretamente pela ang II como resultado de 

sua potente estimulação da secreção de aldosterona pela zona glomerulosa das glândulas 

supra-renais (Shanmugam & Sandberg, 1996). Donadio e colaboradores (2006) 

demonstraram que a secreção basal de mineralocorticóides também é influenciada por 

intervenções ambientais precoces, de modo que animais adultos que foram manipulados no 

período neonatal apresentam redução na concentração plasmática de aldosterona nos 

animais adultos. Ao analisarmos o peso das glândulas supra-renais não foi observado 

diferenças entre os grupos, nas diferentes idades analisadas.  

Considerando-se que juntamente com os níveis circulantes de potássio, a ang II é um 

importante regulador da secreção de aldosterona (Boyd et al., 1971; Shanmugam & 

Sandberg, 1996), é possível supor que a redução plasmática de Ang II observada em 

animais manipulados, quando adultos, possa também produzir alterações na osmolaridade 

urinária.  

No presente estudo, devido à concentração plasmática de ang II diminuída observada 

nos animais adultos manipulados precocemente, poderíamos esperar como efeito um 

aumento da TFG e do volume urinário, mas constatamos que isso não ocorreu. Segundo 

Vander (1995), a Ang II é um potente vasoconstritor que age sobre as arteríolas aferentes e 

eferentes para aumentar a resistência vascular renal, reduzindo o fluxo sangüíneo renal. 

Desse modo, uma redução da TFG deveria ser secundária ao aumento da concentração de 

Ang II, e não à redução, conforme foi observado. Portanto, as reduções da TFG e da Ang II 

estão associadas, mas não é estabelecida uma relação causal. Esse efeito pode ter sido 

sobreposto por algum outro fenômeno, o qual não foi identificado.  

A função renal alterada nos animais adultos manipulados, caracterizada pela redução 

da TFG, foi acompanhada por uma redução da ingestão hídrica basal. Essa diminuição da 
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ingestão hídrica pode, portanto, ocasionar redução do volume de líquido extracelular, 

seguida de redução de fluxo sangüíneo renal e, por fim, reduzir a TFG.  

Muitos fatores estão envolvidos na regulação do balanço hidroeletrolítico, incluindo a 

osmolaridade dos fluidos corporais, as mudanças no volume plasmático e na pressão 

arterial, e também a influência de diferentes peptídeos com papel regulador (Stricker et al., 

2002). O equilíbrio hidroeletrolítico de um organismo depende, além do funcionamento 

adequado dos rins, do comportamento de ingestão hídrica e dos mecanismos centrais 

envolvidos neste processo. Nesse aspecto, a ang II é um dos principais reguladores desta 

função (Fitzsimons, 1998), estimulando a sede através de seus receptores que estão 

amplamente distribuídos em diferentes áreas do Sistema Nervoso Central (SNC), incluindo 

núcleos caracteristicamente angiotensinérgicos como o órgão subfornicial (SFO) entre 

outros como o núcleo pré-óptico mediano (MnPO), o núcleo paraventricular (PVN), o núcleo 

arqueado (ARQ) e o órgão vasculoso da lâmina terminal (OVLT) (Lenkei et al., 1997). 

Gomes e colaboradores (2006) demonstraram que a estimulação neonatal reduz a 

densidade de receptores AT1 de ang II na área pré-óptica medial e no PVN de ratas adultas 

manipuladas no período neonatal. Da mesma forma, há possibilidade da manipulação 

neonatal produzir redução na densidade de receptores AT1 nos rins. Winkelmann-Duarte e 

colaboradores (2007) observaram uma redução do número de células no PVN e no núcleo 

supra-óptico em fêmeas de 11 e 90 dias, mostrando que as alterações morfológicas 

apresentam-se desde fases iniciais do desenvolvimento e persistem na vida adulta. 

Portanto, um mecanismo central envolvido no controle da sede não deve ser 

desconsiderado. No presente estudo, a diminuição da ingestão hídrica observada nos 

animais adultos manipulados no perído neonatal pode ser justificada através da reduzida 

concentração de ang II e também através de possíveis alterações morfológicas e funcionais 

de origem central. Desse modo, a redução do volume urinário apresenta-se como uma 

conseqüência da menor ingestão hídrica. Ainda, que essa reduzida concentração de ang II 

observada nos animais adultos manipulados pode ter origem no período inicial do 

desenvolvimento destes animais. 

Ao analisarmos a presença de uma possível alteração na estrutura renal, decorrente da 

estimulação neonatal, para tentarmos explicar a origem das reduções do volume urinário e 

da ingestão hídrica observadas, constatamos que os animais manipulados precocemente 
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apresentaram, quando adultos, uma redução de peso renal com conseqüente redução na 

relação peso renal/peso corporal. Para buscarmos explicações para tal achado, analisamos 

a espessura do córtex renal. Na porção cortical dos rins se encontram os glomérulos, 

envolvidos pela cápsula de Bowman, formando uma estrutura conhecida como Corpúsculo 

Renal. O glomérulo é um tufo compacto de alças capilares interconectadas, os capilares 

glomerulares, que estão envolvidos no processo inicial de formação da urina através da 

filtração glomerular (Vander,1995). Neste estudo, não foram observadas diferenças 

significativas na espessura do córtex renal entre animais manipulados e não manipulados, 

em nenhuma das três idades analisadas. Em trabalho realizado por Donadio e 

colaboradores (2006) utilizando-se o mesmo modelo de estimulação neonatal, não houve 

evidências de lesão renal em ratos adultos manipulados no período neonatal, quando os rins 

foram submetidos à análise por um patologista experiente. 

Considerando-se que roedores apresentam rins e trato urinário ainda imaturos ao 

nascimento (de modo que a nefrogênese estende-se até meados do 18o dia pós-natal), que 

o período neonatal é crucial para o desenvolvimento renal nestes animais e que esse 

desenvolvimento depende da integridade de todos os componentes do RAS (Matsusaka et 

al., 2002; Chen et al., 2004; Lasaitiene et al., 2006), nossa hipótese inicial foi de que a 

estimulação neonatal e o conseqüente distúrbio provocado na relação mãe-filhote poderiam 

produzir alterações importantes no processo de desenvolvimento renal e induzir, mais 

adiante, alterações na função renal. Ainda, que a gênese destas alterações poderia ser 

atribuída a modificações provocadas no sistema angiotensinérgico, manifestando-se através 

de possíveis diferenças nas concentrações plasmáticas de ang II.  

Ao tentarmos explicar a gênese das alterações observadas em animais adultos, 

investigamos então a existência de alterações no sistema angiotensinérgico em filhotes de 

11 dias e em animais de 45 dias de idade, manipulados precocemente. 

Nos filhotes de 11 dias, não foram observadas alterações no peso corporal, no peso 

renal e no peso das glândulas supra-renais. Não foram avaliadas a ingestão hídrica, o 

volume urinário nem a TFG, em virtude da impossibilidade técnica de realizar essas 

avaliações, visto que nessa idade os ratos são ainda lactentes. Ainda, os animais 

manipulados exibiram, nessa idade, um aumento nas concentrações plasmáticas de ang II.  
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A ang II é também um importante hormônio de estresse, de modo que suas 

concentrações circulantes estão significativamente aumentadas em animais aguda e 

cronicamente estressados (Yang et al., 1996). Relativo à origem da ang II circulante, no 

estresse, é bem estabelecido que a inervação simpática pode estimular, através das 

catecolaminas, as células justaglomerulares a liberar renina, que por sua vez eleva os níveis 

de ang II no plasma (Reid, 1978; Jindra, 1982).  

É sabido que há dois mecanismos que modulam as respostas físicas ao estresse: o 

sistema nervoso simpático (SNS) – medula supra-renal, e o eixo hipotálamo – hipófise – 

supra-renal (HPA). Primeiramente, neurônios adrenérgicos são amplamente distribuídos 

pelo SNC (Ganong, 1985). Efeitos da ang II no sistema nervoso central (SNC) incluem 

excitação de neurônios catecolaminérgicos (Summer & Phillips, 1983). Então, há uma 

interação entre o RAS e o SNS – medula supra-renal, isto é, os dois sistemas criam um 

feedback positivo no encéfalo (Yang,1996). O aumento na concentração de ang II observado 

nos animais manipulados de 11 dias de idade pode, portanto, ser atribuído ao efeito crônico 

do estresse produzido pela estimulação neonatal, nos primeiros 10 dias de vida. Ainda, que 

um eventual distúrbio durante a nefrogênese, manifestado na vida adulta através de 

alterações na função renal, não poderia ser atribuído a deficiências de ang II no período 

neonatal.   

Em contrapartida, o aumento de ang II no período neonatal poderia provocar uma 

excessiva estimulação dos receptores do tipo AT2 no tecido renal. A ang II participa de 

processos de crescimento e desenvolvimento celular, através de, principalmente, duas 

classes de receptores, AT1 e AT2, membros de uma superfamília de receptores acoplados à 

proteína G, com 7 domínios transmembrana e que modulam as ações da ang II. O tecido 

fetal de ratos expressa alta densidade de receptores de ang II, inclusive os rins. Durante o 

desenvolvimento da vida fetal e pós-natal, a distribuição dos receptores AT1 e AT2 muda 

drasticamente (Shanmugam et al., 1996). Conforme Lasaitiene e colaboradores (2006) os 

receptores AT2 são amplamente expressos em rins de fetos, são paulatinamente diminuídos 

após o nascimento e estão envolvidos em fenômenos apoptóticos. Ao contrário, os 

receptores AT1 são escassos nos rins de fetos, aumentam gradativamente após o 

nascimento e estão envolvidos em processos de crescimento e proliferação celular. Em 

suma, o desenvolvimento renal durante a vida fetal e pós-natal depende do equilíbrio 
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funcional destes principais tipos de receptores. É possível então, que o aumento de Ang II 

observado em animais manipulados de 11 dias possa ter estimulado demasiadamente os 

receptores AT2, acentuando seus efeitos apoptóticos e conseqüentemente conduzindo a 

anormalidades no desenvolvimento renal, inclusive nas células justaglomerulares, que são 

produtoras e secretoras de renina. Haveria então, um efeito cumulativo desse fenômeno, 

justificando a queda progressiva nas concentrações de ang II nos animais manipulados 

durante seu desenvolvimento, conforme observamos. Esse mesmo fenômeno não foi 

observado nos animais não manipulados. 

Devemos também considerar os efeitos da estimulação neonatal sobre os hormônios 

sexuais e as influências destes sobre o RAS. Em fêmeas, a manipulação neonatal produz 

alterações endócrinas e reprodutivas, representada por reduções drásticas na ovulação, 

incluindo ciclos anovulatórios (Gomes et al., 1999, 2005). Em machos e fêmeas, observa-se 

redução de comportamento sexual (Padoin et al., 2001). Benetti e colaboradores (2007) 

demonstraram, em ratos machos adultos que sofreram estimulação neonatal, uma redução 

na secreção de prolactina em resposta a estímulos estressores e também redução de 

comportamento sexual. Esse conjunto de dados pode sugerir que a estimulação neonatal 

possa ter como efeito, entre outras alterações no sistema reprodutivo e endócrino de ratos 

machos e fêmeas, alterações sobre a produção, secreção ou sobre os mecanismos de ação 

dos hormônios androgênios.  

As influências dos androgênios sobre o RAS têm sido relatadas em diversos estudos, 

em sua maioria, voltados à investigação das relações dos hormônios sexuais com o 

desenvolvimento de hipertensão mediada pelo RAS. Doursout e colaboradores (1990) 

demonstraram que as respostas da pressão arterial e o efeito dipsinogênico à administração 

central de ang II em cães, são substancialmente maiores em machos do que em fêmeas. 

Dados de Xue e colaboradores (2004) apontam que a infusão intracerebroventricular de 

futamida para bloquear os receptores de androgênios no sistema nervoso central, atenuou 

significativamente o desenvolvimento de hipertensão arterial induzida por ang II em ratos 

machos. Estes resultados indicam que receptores centrais para androgênios podem mediar 

o efeito hipertensivo de hormônios sexuais durante infusões de ang II em ratos. Os 

mecanismos envolvidos no papel dos hormônios sexuais masculinos e receptores de 

androgênios e as alterações observadas na ativação da ang II no sistema nervoso central e 
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em outros tecidos específicos ainda precisam ser melhor estudados. Em 1992, Chen e 

colaboradores também demonstraram que a testosterona aumenta a pressão arterial, renina 

plasmática e renina renal em ratas fêmeas ovariectomizadas. Enquanto isso, a expressão de 

angiotensinogênio, atividade da ECA e atividade de renina plasmática são reduzidas em 

machos castrados. Finalmente, conforme afirmam Fischer e colaboradores (2002), em ratos, 

o aumento de renina plasmática correlaciona-se positivamente com a dose de testosterona 

administrada. Este conjunto de informações nos dá suporte para considerarmos as ações do 

RAS sob influência dos hormônios sexuais.  

Ainda, podemos considerar os efeitos dos hormônios sexuais diretamente sobre a 

função renal, embora os mecanismos que permeiam os efeitos dos androgênios sobre os 

rins não estão completamente claros. Uma possibilidade é de que os androgênios podem 

afetar a função vascular renal (Song et al., 2006). Os mesmos autores observaram que 

andrógenos modulam as respostas vasculares renais à ang II em ratos. A resposta da 

resistência vascular renal à infusão de ang II foi significativamente menor em ratos machos 

castrados comparados a animais controle, ou castrados com reposição de testosterona. 

Ainda, os androgênios têm sido relacionados ao aumento da expressão do RAS tubular 

renal. A castração de ratos machos reduz a expressão de mRNA para angiotensinogênio em 

60%, o que é revertido com a reposição hormonal (Ellison et al., 1989). Além do mais, foi 

observado que a castração de machos reduz a atividade do trocador Na/H, um transportador 

de membrana tubular renal que é regulado pela ang II e, da mesma forma, a reposição 

subseqüente de testosterona normaliza o nível de atividade do trocador Na/H (Mackovic et 

al., 1986). Ratos machos têm maiores níveis de mRNA para angiotensinogênio do que 

fêmeas, e esse fenômeno é regulado por androgênios, com estimulação do RAS, resultando 

em um aumento da retenção de sódio e água em machos (Kienitz et al., 2008).  

De um modo geral, as variações normais nas concentrações e nos mecanismos de 

ação de androgênios podem de fato estar alteradas neste modelo de estimulação neonatal, 

e estas alterações podem ter conseqüências sobre as concentrações plasmáticas de ang II 

e de outros componentes do RAS, bem como sobre suas ações centrais e renais. 

No presente trabalho, também analisamos as concentrações plasmáticas de 

corticosterona em diferentes idades, nos grupos manipulado e não manipulado. 
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Os animais manipulados apresentaram, quando adultos, uma reduzida concentração 

de corticosterona plasmática. Foi demonstrado, já há algumas décadas que, quando adultos, 

os ratos manipulados apresentam uma atenuação na reatividade da glândula supra-renal a 

eventos estressores, evidenciada pela menor concentração plasmática de corticosterona 

(Ader & Grota, 1969), assim como uma redução da reatividade comportamental, 

demonstrada pelo aumento do comportamento exploratório em testes de labirinto (Teruel et 

al., 1991). Ainda, foi demonstrado que ratos adultos manipulados precocemente têm uma 

maior densidade de receptores glicocorticóides no hipocampo, região conhecida por mediar 

os efeitos inibitórios dos glicocorticóides sobre a síntese do hormônio liberador de 

corticotropina (CRF) pelos neurônios da região paraventricular do hipotálamo (PVN) 

(Meaney et al. 1993; Saplosky, 1994).  No presente trabalho, a análise das concentrações 

plasmáticas de corticosterona foi realizada em condições basais, isto é, sem aplicação 

prévia de qualquer protocolo de estresse. Conforme Levine (1994), as diferenças entre eles 

parecem ser devidas a uma sensibilidade diferencial do SNC ao mecanismo de 

retroalimentação negativa dos hormônios das glândulas supra-renais. 

Além de uma redução na concentração plasmática basal de corticosterona, os animais 

que foram estimulados no período neonatal, quando adultos apresentaram reduções nas 

concentrações de ang II plasmática, conforme discutimos anteriormente. A ang II é um 

importante hormônio que contribui para a regulação das respostas simpatoadrenais e 

hormonais ao estresse através da estimulação de receptores AT1 centrais e periféricos. O 

aumento da ang II circulante contribui para aumentar a secreção de ACTH pela hipófise 

anterior durante o estresse (Saavedra, 1992). A ang II ativa vias centrais pela interação com 

receptores AT1 localizados em áreas fora da barreira hemato-encefálica, tais como o SFO, e 

também em áreas localizadas dentro da barreira, como o PVN, onde os receptores estão 

localizados na porção parvocelular dos neurônios CRF. Há muitas evidências sugerindo que 

os receptores AT1 participam da síntese e liberação de CRF no sistema porta-hipotalâmico-

hipofisário, contribuindo por sua vez para a síntese e liberação de ACTH hipofisário e 

também atuando diretamente sobre a zona fasciculada das glândulas supra-renais, as quais 

possuem ampla distribuição de receptores para ang II, para a produção e liberação de 

glicocorticóides (Armando et al., 2007; Yang, 1996). Considerando-se a interação entre o 

sistema angiotensinérgico e o eixo HPA nas respostas ao estresse, é justificável o 
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paralelismo observado entre as baixas concentrações de corticosterona e ang II 

apresentado pelos animais manipulados, em condições basais, quando adultos. Nos animais 

adultos manipulados, a corticosterona apresenta-se reduzida em comparação aos animais 

não manipulados. Essa menor concentração de corticosterona também apresenta um 

paralelismo razoável com a concentração de ang II, reforçando a influência desta sobre a 

regulação da secreção de glicocorticóides.  

Ao analisarmos as concentrações de corticosterona plasmática nos animais de 11 dias, 

observamos também uma redução nos animais manipulados. Nestes animais, conforme foi 

discutido, houve um aumento na concentração de ang II, de modo que foi estabelecida uma 

relação inversa entre as concentrações destes dois hormônios, conforme foi feito com os 

animais adultos. Uma possibilidade é de que esses dois hormônios, importantes mediadores 

das respostas ao estresse, apresentam comportamentos temporais diferenciados. Sabe-se 

que animais manipulados apresentam, além de uma reduzida resposta ao estresse mediada 

por glicocorticóides, um retorno aos níveis basais mais rápido do que animais não 

manipulados, quando adultos (Meaney et al., 1993).  Sabe-se também que a manipulação 

neonatal pode produzir alterações estruturais estáveis, como a diminuição no número de 

neurônios encontrados em diferentes áreas do sistema nervoso central de ratos. Estudos de 

Winklemann-Duarte e colaboradores (2007) e de Lucion e colaboradores (2003) 

demonstram que a manipulação neonatal reduz o número total de células no núcleo supra-

óptico, na região parvocelular do PVN e no locus coeruleos. Esses achados podem apontar 

uma possível explicação para os resultados do presente estudo, justificando o fato de que os 

animais de 11 dias manipulados apresentaram concentrações plasmáticas de corticosterona 

reduzidas, a despeito da elevação da concentração de ang II e seus respectivos efeitos 

modulatórios sobre a produção e secreção de glicocorticóides.  Esses mesmos dados 

também poderiam explicar a redução de corticosterona plasmática encontrada nos animais 

adultos. 

Sobre as concentrações plasmáticas de corticosterona, ainda devemos considerar que 

os animais de 11 dias, tanto manipulados como não manipulados, apresentaram 

concentrações menores do que os adultos. O eixo hipotálamo-hipófise (HPA) somente 

funciona coordenadamente e apropriadamente quando todas as partes que o compõe se 

encontram amadurecidas. Amadurecimento não só da capacidade de síntese e secreção 
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dos hormônios, mas também da resposta integrada com os tecidos-alvo que articulam a 

retroalimentação da regulação hormonal. Uma possibilidade é de que a hipófise neonatal 

seja incapaz de responder à liberação de CRF pelo hipotálamo via sistema porta-

hipotalâmico, devido à: 1) inabilidade para sintetizar e estocar ACTH; 2) imaturidade do 

sistema de receptores CRF ou 3) dissociação entre a estimulação dos receptores de CRF e 

a secreção de ACTH. Estas considerações foram feitas por Walker e colaboradores (1986), 

ao observarem que ratos injetados com CRF no período neonatal não produzem o aumento 

dos níveis de ACTH observado na idade adulta. Os mesmos autores demonstraram que o 

conteúdo de CRF hipotalâmico, assim como o conteúdo de ACTH, aumentam gradualmente 

até o 45o dia de vida, em ratos. Ao analisarmos as concentrações plasmáticas de 

corticosterona nas diferentes idades em animais manipulados e não manipulados, de fato 

observamos um aumento em ambos os grupos, aos 45 dias (não havendo diferenças entre 

os grupos), com relação aos filhotes de 11 dias, também de ambos os grupos. A partir do 

45o dia em diante, até o 90o dia, houve um decréscimo da concentração de corticosterona, 

também em ambos os grupos. A diferença encontrada foi na magnitude com que houve 

essa redução. Os animais manipulados, apresentaram aos 90 dias uma redução mais 

pronunciada de corticosterona em relação aos animais não-manipulados, mais uma vez 

sugerindo uma sensibilidade diferencial do SNC desses animais aos mecanismos de 

retroalimentação negativa das glândulas supra-renais, ou ainda a influência da ang II, 

conforme discutido anteriormente.   

Em relação aos animais de 45 dias, nenhum dos parâmetros analisados apresentou 

diferenças significativas entre os grupos. Foram analisados o peso corporal, o peso renal, o 

peso das glândulas supra-renais, a TFG, a ingestão hídrica e o volume urinário de 24h e 

concentrações plasmáticas de corticosterona e ang II. A ausência de diferenças entre os 

animais de 45 dias manipulados e não-manipulados, nos diferentes parâmetros analisados, 

podem indicar, mais uma vez, que as diferenças encontradas nas concentrações 

plasmáticas de ang II nos animais de 11 dias podem ser considerados fenômenos 

decorrentes do estresse crônico produzido pela estimulação neonatal. Esses efeitos 

parecem ser atenuados durante o desenvolvimento, de modo que durante a puberdade não 

sejam observadas quaisquer alterações. Esses achados sugerem que a manipulação 

neonatal produz efeitos tardios sobre os mecanismos de regulação do equilíbrio 
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hidroeletrolítico, manifestando-se somente na vida adulta, em ratos, conforme os resultados 

observados nos animais de 90 dias de idade. 
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8 – CONCLUSÕES 

 

Como já demonstrado em trabalhos prévios, eventos ambientais ocorridos no período 

neonatal produzem alterações comportamentais e neuroendócrinas estáveis. O presente 

estudo demonstra que a manipulação neonatal também produz modificações nos 

mecanismos envolvidos na regulação do equilíbrio hidroeletrolítico, entre os quais, o sistema 

angiotensinérgico. Aos 11 dias de idade, a manipulação neonatal produziu um aumento 

significativo nas concentrações plasmáticas de ang II comparando-se aos animais de mesma 

idade não manipulados. Essa alta concentração exibiu um decréscimo progressivo durante o 

desenvolvimento desses animais, de modo que aos 45 dias de idade já não observou-se 

diferenças entre os grupos, e aos 90 dias os animais manipulados apresentaram então uma 

redução de ang II. A essa redução de ang II está associada uma redução significativa da 

ingestão hídrica, do volume urinário e da função renal (avaliada através da TFG). Esse 

conjunto de resultados sugere que as alterações produzidas pela manipulação neonatal 

sobre a regulação do equilíbrio hídrico instalam-se progressivamente durante o 

desenvolvimento dos animais manipulados, manifestando-se claramente na vida adulta. Não 

tendo sido encontradas alterações grosseiras na morfologia renal, aquelas alterações 

observadas no animais adutos podem ser atribuídas a uma ação da ang II como regulador 

central da sede, de modo que sua diminuição tenha produzido uma reduzida ingestão hídrica 

e posteriormente, um menor volume urinário excretado e uma menor TFG.   

Ainda, a manipulação neonatal produziu alterações sobre as concentrações 

plasmáticas basais de corticosterona, mais notoriamente nos animais adultos manipulados, 

os quais apresentaram redução em sua concentração através de possível associação com a 

ação mediadora da ang II sobre a produção e secreção de glicocorticóides.  Os presentes 

resultados demonstram que a manipulação neonatal exerce efeitos sobre o eixo HPA e o 

sistema angiotensinérgico, inclusive em condições basais.  
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Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
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