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“Consequéncias da programacao metabolica sobre os transportadores

renais de Na* em ratos: mecanismos moleculares e regulatérios envolvidos”.

Autor: Ricardo Luiz Luzardo Filho
Orientador: Adalberto Vieyra

Resumo

Na tultima década diversos trabalhos correlacionaram desnutri¢do pré-natal e perinatal
com o aparecimento de doencas na vida adulta, formulando a hipotese da programagao
metabolica. Este conceito estabelece que fatores ndo genéticos poderiam agir nas fases
inicias de desenvolvimento para permanentemente influenciar diferentes sistemas
fisiologicos na vida adulta, incluindo os sistemas cardiovascular e renal. Entretanto nao
existem informacdes sobre alteracdes moleculares e regulatorias dos transportadores
renais de Na' que participariam na etiopatogenia de doencas cardiovasculares e renais,
decorrentes da programacao. Nesta dissertacdo, ratas maes wistar receberam durante o
periodo de lactacdo uma racao hipoproteica contendo 8% de proteina. Apos a lactacao,
as proles das maes controle e desnutridas, denominadas controle e programados,
respectivamente, consumiram uma ra¢ao normoproteica contendo 20% de proteina até o
sacrificio (60 dias de vida). A investigacdo da atividade das ATPases transportadoras de
Na" em tubulos proximais renais (em nmol Pixmg'xmin™) revelou um acentuado
aumento na atividade (Na™+K")ATPasica (de 200+41,0 para 418+31,4; P<0,05) nos
animais programados. Estes animais apresentaram um aumento na afinidade aparente
para K (K'5<2 mM) em relagiio ao controle (K s~5 mM) sem mudancas na afinidade
aparente para Na' (Na'os=35 mM para ambos os grupos). A imunodeteccio da
subunidade ol da (Na'+K")ATPase na membrana basolateral mostrou um aumento
~40% nos animais programados (P<0,05). A Na'-ATPase também apresentou um
acentuado aumento (de 80,3+2,1 para 168,0+16,8; P<0,05) e, a diferenca do controle,
mostrou-se insensivel a angiotensina II (0-10"%-10"%-10° M). A imunodeteccdo dos
receptores de angiotensina II mostrou aumento na expressao dos receptores AT, (=40%)
e diminuicdo na expressdo dos receptores AT, (=40%) nas membranas das células
renais dos ratos programados (P<0,05). Além disso, os ratos programados apresentaram
uma diminui¢do na expressao da proteina Gqo associada a receptores AT; (n=2). A
expressao de diferentes isoformas de proteina cinase C (PKC) mostrou uma
significativa diminui¢do de PKCa (24%), PKCe (13%) e PKCA (16%), sem diferenga na
isoforma (. A atividade (pmol P-esterificado por mg de histona em 1 min) das PKCs
sensiveis a calfostina foi menor nos ratos programados (0,3+0,1 vs 2,0+0,3). A
expressao da PKA diminuiu significativamente (16%) nos ratos programados e também
a sua atividade (de 2,042,5 para 1,0£1,5; n=2). Os aumentos observados na expressao e
atividade (Na'+K")ATPésica e na atividade Na'-ATPésica nos ratos programados,
culminaria com uma maior reabsor¢do proximal Na’, levando a uma expansdo do
liquido extracelular com consequente aumento da pressao arterial. Nao houve diferenca
significativa dos ratos programados em relacdo aos controles na pressdo arterial
(mmHg) sistolica (133,0£3,7 vs 129,0+6,0), diastolica (106+4,0 vs 98,0+6,0) e média
(115,0+4,0 vs 107,0+6,0; programado e controle, nos trés casos). Contudo, apesar de
ndo apresentarem alteracdo na pressao arterial, se observa, aos 60 dias de vida, um
aumento estatisticamente significativo da freqiiéncia cardiaca dos ratos programados (de
37810 para 422+9 batimentos por min). Estes resultados permitem concluir que,
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apesar dos ratos programados ndo apresentarem hipertensao arterial aos 60 dias de vida,
as alteragdes nos transportadores renais de Na' e o aumento da frequéncia cardiaca
constituiriam — pelo menos em parte — alteragdes precoces que culminariam na génese
de quadros hipertensivos na vida adulta.

Palavras chave: programacdo metabdlica, hipertensdo arterial, rim, Na'-ATPase,
(Na'+K")ATPase.
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"The consequences of metabolic programming on the renal Na* transporters in
rats: molecular and regulatory mechanisms involved."

Author: Ricardo Luiz Luzardo Filho
Supervisor: Adalberto Vieyra

Abstract

In the last decade many studies correlated prenatal and perinatal undernitrition with the
emergence of diseases in adulthood, giving raise to the metabolic programming
hypothesis. This concept states that non-genetic factors could act in the early stages of
development to permanently affect different physiological systems in adulthood,
including cardiovascular and renal systems. However there is no information
concerning molecular and regulatory changes in renal Na™ transporters that could be
involved in the physiopathogenesis of cardiovascular and renal diseases as a result of
programming. In this work, dams received a hypoproteic a diet containing 8% protein
during the lactation period. After lactation, the offsprings of control and malnourished
dams, called control and programmed, respectively, consumed a diet containing 20%
protein until sacrifice (60 days of life). The investigation of the activity of Na'-
transporting ATPases in renal proximal tubules (in nmol Pixmg'xmin™) showed a
marked increase in (Na'+K")ATPase activity (200£41.0 to 418+31.4; P<0.05) in
programmed animals. These animals showed an increase in the apparent affinity for K"
(K+0.5<2 mM) compared to control (K+o,5z5 mM) without changes in the apparent
affinity for Na”™ (Na'os~35 mM in both groups). The immunodetection of the ol
subunit of (Na'+K')ATPase in basolateral membranes increased by 40% in
programmed animals (P<0.05). The Na'-ATPase activity also showed a marked
increase (from 80.3+2.1 to 168.0+16.8; P<0.05) and, different from the control, it was
insensitive to angiotensin II (0-10"*-10"2-10" M). The immunodetection of angiotensin
IT receptors showed an increased expression of AT; (=40%) and reduction (=40%) in
the expression of AT, receptors in membranes of kidney cells from programmed rats
(P<0.05). Furthermore, the programmed rats showed a decrease in the expression of the
protein Gqo protein associated with AT, receptor (n=2). The expression of different
isoforms of protein kinase C (PKC) showed a significant decrease of PKCa (24%),
PKCe (13%) and PKCA (16%) without difference in isoform . The activity (pmol P-
esterified per mg of histone in 1 min for all studied kinases) of the calphostin-sensitive
PKCs was lower in programmed rats (0.3+0.1 vs 2.0+0.3). The expression of PKA
decreased significantly (16%) as well as its activity (from 2.0 = 2.5 to 1.0 £ 1.5; n=2).
The augmented expression and activity of (Na™+K")ATPase and in the activity of Na'-
ATPase in programmed rats could culminate with an increase in proximal Na’
reabsorption thus leading to an expansion of extracellular fluid and increased blood
pressure. There was no significant difference in systolic (133.04£3.7 vs 129.0+6.0),
diastolic (106.0+4.0 vs 98+6.0) and mean (115.0+4.0 vs 107.0+6.0) blood pressure
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(mmHg; programmed Vs control in all cases). However, despite the unchanged blood
pressure is observed at 60 days, a statistically significant increase in the heart rate of
programmed rats was found (from 378 + 10.3 to 422 + 9.0 beats per min). These results
support the view that alterations in renal Na' transporters and the increased heart rate
would be - at least in part - early changes that might culminate in the genesis of
hypertension in adulthood.

Keywords: metabolic programming, hypertension, kidney, (Na +K")ATPase, Na'-
ATPase



Abreviaturas

aa: Aminoécido

ADP: adenosina difosfato
Ang I: angiontensina |

Ang II: angiotensina II

Ang III: angiotensina III
Ang-(1-7): angiotensina-(1-7)

ATP: adenosina trifosfato

32
[y- PJATP: adenosina trifosfato marcado com **P na fosforila y-terminal

Bis-Tris Propano: 1,3-bis[tris(hidroximetil)-metilamino]propano
c¢GMP: monofosfato ciclico de guanosina

cAMP: monofosfato ciclico de adenosina

DAG: diacilglicerol

DNA: 4cido desoxiribonucleico (abreviagdo usual na lingua inglesa)
DTT: ditiotreitol

ECA: enzima conversora de angiotensina

ECAZ2: enzima conversora do tipo 2 de angiotensina

EDTA: 4cido etileno diamino tetra acético

HEPES: N-[2-hidroxi etil] piperazina-N'-[2-4cido etano sulfonico]
IP5: inositol trifosfato

kDa: quilodalton

mRNA: 4cido ribonucléico mensageiro (abreviacdo usual na lingua inglesa)

OMS: Organizagdo Mundial da Satude
ON:: 6xido nitrico

ONS: 6xido nitrico sintetase



ONU: Organizacao das Nagdes Unidas
Pi: fosfato inorganico

PIP,: fosfatidil inositol-bis-fosfato
PKA: proteina cinase A

PKC: proteina cinase C

PKG: proteina cinase G

PLC: fosfolipase C

PTN: proteina

SRAA: sistema renina angiotensina aldosterona

TRIS: tris[hidroxi metil]amino metano

WHO: Organizagao Mundial de Saude (abreviacao usual na lingua inglesa)

11B-HD2: 11B-hidroxiesteroide desidrogenase do tipo 2
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1. Introducao

1.1. Consideracoes iniciais

Com a entrada da humanidade no século XXI, diante de avangos tecnoldgicos, de
descobertas cientificas e de todos os progressos do homem, alguns problemas persistem
e atingem segmentos cada vez maiores da populacdo: a pobreza, a fome e a desnutrigdo.
Embora igualmente graves e ainda que compartilhem causas e vitimas, fome,
desnutricdo e pobreza constituem categorias conceituais e se configuram em condi¢des
sociais e econdmicas diferentes. Dessa forma, podemos definir as trés categorias como:

e Pobreza: Corresponde a condigdo de ndo satisfacdo de necessidades humanas
elementares como comida, abrigo, vestuario, educagdo, assisténcia a saude
(Monteiro, 2003);

e Desnutricdo: Decorre de um aporte alimentar insuficiente em energia e
nutrientes ou, ainda, com alguma frequéncia, do inadequado aproveitamento
bioldgico dos alimentos ingeridos (Monteiro, 2003);

e Fome: Ocorre quando a alimentagao didria, habitual, ndo propicia ao individuo
energia suficiente para a manutengdo do seu organismo e para o desempenho

de suas atividades cotidianas (Monteiro, 2003).

A diferenciagdo entre fome, desnutricdo e pobreza pode ser observada na Figura 1.
Um individuo pode ser pobre sem ser afetado pelo problema da fome, bastando que sua
condicdo de pobreza se expresse por caréncias basicas sem ser a alimenta¢ao uma delas.
A situagdo inversa, ocorréncia de fome na auséncia de pobreza normalmente nao ocorre.

Entretanto, pode ser observada excepcionalmente por tempo limitado em casos de



catastrofes ou guerras. A fome e a desnutri¢do sdo tampouco conceitos equivalentes,
visto que pode ocorrer desnutrigdo mesmo quando o consumo calorico ¢ normal ou
excessivo (Monteiro, 2003). Apesar da fome, a pobreza e a desnutricdo constituirem
categorias conceituais diferentes e poderem se manifestar de forma isolada,
normalmente estdo inter-relacionadas configurando um tnico e grande problema, onde
as principais consequéncias se manifestam através da desnutricio ou suas sequelas
préximas ou tardias. Inclusive, por mais que a pobreza e a fome possam ser extintas, as
pessoas submetidas a desnutricao sdo acometidas com alta frequéncia por sequelas tanto
fisicas como mentais, de implantacdo silenciosa, que podem se manifestar de forma
aguda ou cronica, que se traduzem em elevados custos sociais e econdmicos (Barker,
1993, 1994, 1997, 2002).

De acordo com o “United Nations World Food Programme's Interactive Hunger
Map” o flagelo da pobreza, fome e, consequentemente da desnutri¢do, atinge mais de
800 milhdes de pessoas no mundo (Figura 2) (http://www.wfp.org). Nesse contexto,
como expressdo das desigualdades sociais, especialmente nos paises em
desenvolvimento, a desnutri¢ao leva a morte milhares de pessoas, que se tornam vitimas
de um processo de exclusdo que as priva do direito de se alimentar. Direito esse, que
pode ser definido como pessoas vivendo com menos de um dolar (US$ 1) por dia
(Figura 3) (http://www.undp.org/mdg). Esta situacdo ¢ denominada como sendo de
extrema pobreza (Neri & Carvalhaes, 2008).

Por serem mais vulnerdveis as deficiéncias nutricionais, as criangas constituem
um grupo indicador preferencial para o estudo da presenga de desnutricdo em uma
populacdo, onde as principais causas constituem o desmame precoce, a insuficiéncia de

alimentos qualitativamente adequados, as caréncias vitaminicas especificas e a



POBREZA

DESNUTRICAO FOME

Figura 1. Fome, pobreza e desnutri¢iao. As elipses delimitam, em espagos hipotéticos,
situacdes de pobreza, fome e desnutricdo onde sdo representadas situagdes em que
existe superposicao (pobreza e desnutricdo [1], pobreza e fome [2] e pobreza, fome e
desnutricao [3]) e outras em que esta superposi¢cdo ndo existe (exemplo pobreza sem
fome e sem desnutricdo [4]). Pode ser visto que ndo ocorre fome na auséncia de
pobreza, exceto em circunstancias catastroficas (ver texto). Adaptado de Monteiro et al.,

2003.
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Figura 2. Proporcio de pessoas desnutridas em 2006. As diferentes cores indicam a
proporg¢do de pessoas subnutridas em relagao a populagao total em 2006. Destacam-se a
baixa propor¢do de desnutricdo em paises com alto ou consideravel desenvolvimento
econdmico e a acentuada taxa de desnutricio nos paises da Africa subsahariana.

Retirado da pagina http://www.undp.org.
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Figura 3. Proporc¢ido de pessoas vivendo com menos de um délar por dia 2006-
2007. As diferentes cores indicam a propor¢ao de pessoas que vivem com menos de um
dolar por dia em diferentes regides do mundo em 2006-2007. Retirado da pagina

http://www.undp.org.
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incidéncia de doencas (principalmente infecciosas). Atualmente, estima-se que na
populacdo mundial mais de 170 milhdes de criangas menores de cinco anos sejam
desnutridas (www.desnutri¢ao.org.br, 2006), quadro que pode ser caracterizado por
dados da “The State of The World’s Children 2007 que demonstra a prevaléncia de
criangas com baixo peso para a sua idade em paises em desenvolvimento
(http://www.unicef.org).

A desnutri¢ao ¢ a segunda causa de morte mais freqiiente em criangas menores
de 5 anos nos paises em desenvolvimento (WHO, 1995). Essas cifras tém se mantido
constantes nas ultimas décadas e correspondem a um percentual 4 a 6 vezes mais alto
que a taxa de 5%, reconhecida como aceitavel pela Organizagdo Mundial de Satude
(OMS, 2007). O “Estado da Inseguranga Alimentar no Mundo 2004”, relatério da
Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU), concluiu que morrem de fome, anualmente,
pelo menos 5 milhdes de criangas no mundo, o que d4 uma média de um obito a cada 5
segundos (Blair, 2004).

O problema da fome e pobreza que enseja as discussdes acerca da desnutrigdo e
conseqiientemente da mortalidade infantil, foi especialmente desenhado para enquadrar-
se num dos mais importantes documentos ja produzidos pelas Nagdes Unidas: as Metas
do Milénio (Declaragdo do Milénio das Nag¢des Unidas, 2000). A ONU escolheu como
primeira meta do milénio a questdo ligada a fome, com o lema “Erradicar a pobreza e a
fome extrema”, sendo que, em especial, o objetivo desta meta ¢ reduzir pela metade o
nimero de pessoas que sofrem de fome no mundo até 2015 (Tubino, 2007). Contudo,
apesar do esforgo em algumas partes do planeta, a meta de reduzir a fome em 50% até
2015 nao esta sendo alcangada (Blair, 2004).

No Brasil embora longe de poder ser comparado com a Africa, esta realidade

ndo ¢ totalmente diferente, apesar da estratégia impulsionada pelo Governo Federal para



assegurar o direito humano a alimentacdo (Fome Zero) ter melhorado os indices de
fome e o nimero de pessoas vivendo com menos de USS$ 1 por dia (Figura 4), estima-se
que 33 milhodes de brasileiros ainda vivam na pobreza (Tabela 1), ¢ 14 milhdes sejam
desnutridos (http://www.wfp.org), sendo as regides Nordeste ¢ Norte as mais suscetiveis
a esse problema quando comparadas as demais regides brasileiras (Figura 5) (Neri &
Carvalhaes, 2008). Como mencionado acima, particularmente vulneravel a desnutri¢ao
¢ a infancia e, por isso, varios estudos foram realizados nas ultimas décadas tendo como
principal foco a desnutricio em etapas criticas do desenvolvimento, procurando
estabelecer uma correlag@o entre as condi¢des nutricionais e seus efeitos a longo prazo
sobre a satde. Dessa forma, de particular interesse ¢ a hipdtese da programagdo ou
impressao metabodlica que associa alteragdes nutricionais em determinadas janelas de
desenvolvimento, com a génese de doengas de alta prevaléncia na idade adulta (Barker,

1993; Lucas, 1994).

1.2. Status nutricional como forma de programacio metabolica

Na década de 90 os temas nutri¢do ¢ saide obtiveram uma nova dimensao, através
da no¢ao de que eventos ocorridos durante o periodo fetal e de crescimento pds-natal
podem ser considerados criticos para determinar alteragdes metabolicas permanentes
durante a vida adulta. Uma das primeiras descri¢cdes deste fenomeno foi realizada por
Barker, que demonstrou que a desnutri¢do durante a gestacdo ndo somente aumentaria o
risco de morte precoce, mas também a pré-disposi¢ao ao desenvolvimento de patologias
cronicas como hipertensdo, cardiopatias, obesidade e diabetes tipo 2 (Barker, 1993,
1994, 1997, 2002). Estes estudos disponibilizam evidéncias de que mecanismos

bidlogos podem existir para “memorizar” os efeitos metabdlicos de alteragdes ocorridas
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Figura 4. Pobreza, pobreza extrema, evolucio da renda no Brasil no periodo de
1995 — 2007. A figura mostra uma tendéncia declinante e continua tanto da pobreza
(Figura 4A) quanto da pobreza extrema (Figura 4B) nos ultimos 15 anos, tendéncias que
se associam a um aumento continuado da renda brasileira (Figura 4C), que ocorreu com
consideravel reducdo da desigualdade na sua distribui¢do. A: porcentagem da populagdo
brasileira vivendo abaixo da considerada linha da pobreza (abaixo de R$ 135,00). B:
porcentagem da populagdo brasileira vivendo abaixo da linha da pobreza extrema
(abaixo de USS$ 1 por dia). C: Evolugdo do PIB per capita (Foi estabelecido como 100%
a relagdo entre PIB e populacdo do ano de 1995). Adaptado de Miséria e a Nova Classe
Média na Década da Igualdade, novo suplemento com dados regionais da PNAD,

CPS/IBRE/FGV, www.fgv.br/cps/desiguladade (Neri & Carvalhaes, 2008).



Ano Populagio Taxa de Populagao
Total Pobreza Pobre

Brasil 2007 = 186.029.533 18,11 33.686.228

Brasil 2006 = 183.305.600 19,32 35.405.477

Tabela 1. Evolucdo da populacio pobre do Brasil 2006-2007. Adaptado de Miséria e
a Nova Classe Média na Década da Igualdade, novo suplemento com dados regionais da
PNAD, CPS/IBRE/FGV, www.fgv.br/cps/desiguladade. Taxa da pobreza: poecentagem
da populagdo considerada pobre (Figura 4A). (Neri & Carvalhaes, 2008).
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Figura 5. Proporciao de pobres nas diferentes regides brasileiras em 2007. Adaptado
de Miséria e a Nova Classe Média na Década da Igualdade, novo suplemento com
dados regionais da PNAD, CPS/IBRE/FGV, www.fgv.br/cps/desiguladade. (Neri &
Carvalhaes, 2008).
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no inicio do desenvolvimento (Waterland & Garza, 1999).

Nesse contexto, durante periodos criticos de desenvolvimento no inicio da vida, o
organismo ¢ capaz de responder a adversidade do ambiente através de adaptacdes
bioquimicas, celulares e moleculares. Estas adaptagdes causadas por um estimulo
nutricional, (por exemplo, desnutricdo protéica, objeto de estudo nesta dissertacdo)
podem alterar permanentemente a fisiologia e o metabolismo do organismo e continuar
sendo expressas mesmo na auséncia do estimulo ou estresse que as causou. Dessa
forma, o conceito de que eventos de natureza nao genética atuam no inicio da vida para
organizar e influenciar de modo permanente os sistemas fisioldgicos ¢ conhecido como
“programac¢do” (Lucas, 1998) ou “impressdo metabdlica” (Waterland & Garza, 1999).
Este conceito descreve um processo adaptativo que ocorre em resposta a um insulto
nutricional durante um periodo vulneravel, propondo que o padrdo nutricional neste
periodo possa “marcar” o individuo, conduzindo a uma programacdo metabdlica que
estabelece condigdes para o surgimento de doengas cronicas na vida adulta. Este
periodo vulneravel descrito acima se refere as fases de desenvolvimento pré e pos-natal,

que podem ser denominadas janelas de desenvolvimento (Figura 6).

Diversos trabalhos vém documentando que insultos nestas janelas de
desenvolvimento levam a programagao metabolica, e consequentemente a doencas na
vida adulta. Por exemplo, ha cerca de uma década atrds McEvoy e colaboradores
demonstraram que o estado nutricional e os niveis hormonais nos periodos de pré-
concepcao e de pré-implantacdo afetam o desenvolvimento de odcitos e blastocitos com
consequéncias na distribuicdo de células entre trofoblasto e embrioblasto (McEvoy et
al., 2001). Além disso, a desnutri¢ao durante o periodo de pré-concep¢do pode diminuir
o tempo de gestacdo, levar a hipertensdo e a uma hiperfungdo do eixo hipotalamo-

hipofise-adrenal na vida adulta (Kumarasamy et al., 2005). Outra notavel evidéncia de
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Figura 6. Janelas de desenvolvimento susceptiveis a programacio metabolica em

ratos. Periodo pré-natal: na escala de 0 a 100% mostrada na abscissa inferior. Periodo

pbs-natal: do nascimento ao desmame. Adaptado de Fowden et al., 2006.
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que os periodos pré e pos-natal sdo importantes para o desenvolvimento da
programacgdo metabolica, pode ser observada durante a fase de crescimento fetal
maximo que se extende aproximadamente desde a metade da gestagdo até o pré-parto
(Figura 6). Insultos que alteram o suprimento, a captacdo e a utilizagdo de nutrientes
influenciam o crescimento tecidual e podem diminuir o ciclo de proliferagdo e
diferenciagdo celular, com consequéncias adversas para o desenvolvimento bioldgico de

ratos (Harding & Johnson, 1995; Fowden et al., 1998, 2006).

Além da influéncia somatica e funcional exercida pelo déficit de nutrientes, podem
ocorrer efeitos adaptativos sobre a expressdo génica nas janelas de desenvolvimento
(Figura 6), sem mudangas na sequéncia de nucleotideos no DNA, conhecidas como
modificacdes epigenéticas. Estas modifica¢des sdo disparadas por mudancas no meio e
podem ocorrer tanto em linhagens celulares somaticas quanto germinativas (Monk,
1995; Thorvaldsen & Bartolomei, 2000). Assim, alteragdes nutricionais no inicio da
vida podem modificar padrdes celulares especificos de metilagdo do DNA, processo
pelo qual o alelo do gene ¢ silenciado, causando alteracdes na expressdo génica em
diversos tipos celulares (Miller & Kersten, 2003). Esses padroes de metilagdo podem
ser mantidos através do ciclo de replicagdo do DNA pela enzima DNA metiltransferase,
permitindo que alteragdes na expressdo génica possam ser passadas as geragdes

seguintes (Beach et al., 1982; Langley-Evans et al., 1998).

Por isso, o periodo ¢ o tempo de exposi¢do a estimulos ou insultos (Figura 6),
com destaque para os nutricionais, sdo particularmente importantes uma vez que, em
mamiferos, a maior parte do desenvolvimento com intensa divisdo celular e
organogénese, ocorre na vida intra-uterina. Contudo, em alguns oOrgios este
desenvolvimento continua ap6s o nascimento (Nyirenda et al., 2001), demonstrando que

ndo so o periodo pré-natal, mas também a fase de desenvolvimento pos-natal (lactacio)
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¢ determinante na ocorréncia de doencas na vida adulta geradas pela programagao
metabolica. Nesse contexto, podemos citar como exemplo relevante os rins de ratos,
onde a nefrogénese inicia-se no 12° dia do desenvolvimento embrionario e sd termina
entre o 10° e 15° dia apds o nascimento (Balbi et al., 2004). No entanto, a maturagido
completa, entendida como crescimento do 6rgdo associado a hiperplasia e hipertrofia ¢
ainda mais tardia, completando-se em torno das 8 semanas de vida (Eisen, 1976;
Solomon, 1977). Nestes ultimos momentos, a arquitetura renal de néfrons superficiais e
profundos adquire sua conformagdo definitiva para garantir tanto uma adequada
filtracdo glomerular quanto uma adequada capacidade de concentrar o intersticio

medular e, em decorréncia disto, a urina excretada.

Como mencionado anteriormente, a programacao metabdlica aumenta o risco de
morte precoce € também a pré-disposicdo ao desenvolvimento de doengas cronicas na
vida adulta. Coletivamente, diversos estudos epidemioldgicos em seres humanos e
em animais experimentais vém documentando exemplos da influéncia da
programacdo metabolica sobre a homeostasia de diversos tecidos e sistemas.
Nesses estudos foi demonstrado que a desnutricdo protéica moderada ou severa
durante a gestacdo e/ou a lactagcdo levam posteriormente ao excesso de peso (Passos et
al., 2000), disfunc¢do do eixo hipotalamo-hipofise-tiredide, resisténcia a a¢do da leptina
na idade adulta (Passos et al., 2002; Passos et al., 2004; Vicente et al., 2004), aumento
da incidéncia de doengas coronarianas e aumento da pressdo arterial (Tonkiss et al.,
1998; Langley-Evans et al., 2001). Alteragdes compensatérias precoces no
remodelamento cardiaco (Fernandez-Twinn et al.,, 2006), diminui¢do da massa
miocardica e decréscimo no numero de miocitos (Corstius et al., 2005) podem também

ser considerados como prelidio de doengas cardiovasculares no adulto.
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Importantes alteragdes hormonais e metabolicas estdo geralmente associadas as
alteragOes renais e cardiovasculares, aumentando a sua gravidade (Fowden et al., 2006).
Ratas gestantes alimentadas com uma dieta com restricdo protéica geram filhotes com
alteracdes nas ilhotas pancredticas. Isso inclui uma menor vascularizagdo, capacidade
proliferativa de células P alterada e uma alteragdo no tamanho das ilhotas pancreaticas,
fatores que levam a uma diminuicdo na sensibilidade ao estimulo de secrecdo de
insulina induzida por glicose e consequentemente a uma sensibilidade diminuida a
insulina no musculo (Berney et al., 1997, Latorraca et al., 1998). Além disso,
apresentam uma reducao na vascularizagdo do cortex cerebral que permanece durante a
vida adulta mesmo com administracdo de uma dieta normal (Bennis-Taleb et al., 1999),
revelando a persisténcia de uma marca da desnutri¢do intra-uterina capaz de alterar, por
exemplo, o conteudo tissular de neurotransmissores. Estas modificagdes poderiam
influenciar diversos sistemas hormonais relacionados tanto com a cardioregulagdo

quanto com o metabolismo (Fowden et al., 2006).

Em sintese, a programacdo metabolica afeta diversos sistemas fisiologicos
envolvendo mudangas na estrutura e funcdo de genes, células, tecidos e 6rgaos levando
a um aumento da susceptibilidade do desenvolvimento de doencas cronicas na vida
adulta. Entretanto, apesar da consideravel literatura existente, ndo estdo claros os
mecanismos celulares e moleculares envolvidos na génese destas patologias,
especialmente sobre aquelas que envolvem o tecido renal. Isto demonstra a necessidade
de estudos experimentais que visem a obtencdo de informagdes acerca de mecanismos
celulares e moleculares associados ao estabelecimento de diferentes patologias renais

observadas na vida adulta, decorrentes de programacao metabolica.
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1.3. Importincia dos rins na homeostasia dos compartimentos

liquidos em mamiferos

Os rins sdo orgdos envolvidos, entre outras funcdes, na homeostase dos
compartimentos liquidos do organismo, mantendo o volume e a composi¢do destes
dentro de limites fisiolégicos compativeis com a vida. Os principais mecanismos
através dos quais os rins exercem as suas funcdes sdo a filtragdo glomerular e a
reabsor¢do e secre¢do tubulares, altamente seletivas, de diversas substancias. Assim,
produtos de degradacdo do metabolismo ou substancias em excesso podem ser
excretados, enquanto substancias Uteis ao organismo sdo reabsorvidas, sendo assim
devolvidas ao sangue. Estes processos ocorrem por meio de transportadores especificos,
distribuidos de forma heterogénea nos diferentes segmentos dos néfrons, que
transportam uma grande variedade de substratos e sdo controlados finamente por
hormoénios, autacoides e outros fatores, como a influéncia mutua entre as proprias
substancias que sdo transportadas. Resumidamente podemos dizer que a manutencao da
constancia do meio interno do organismo ¢ feita pelos rins através da regulagdo do
volume de dgua dos compartimentos liquidos (meio interno), do controle do balango
eletrolitico, da regulacdo do equilibrio 4cido-base, da conservacdo de nutrientes, da
modulacdo do metabolismo 6sseo de célcio e fosforo e da regulacdo da pressdo arterial
(Mello-Aires, 1999; Feraille & Doucet, 2001).

O meio interno do organismo humano ¢ constituido de dois compartimentos
liquidos: o meio intracelular, delimitado pela membrana plasmatica das células e o meio
extracelular que compreende intersticio, meio intravascular e meio transcelular. Estes
compartimentos apresentam diferencas em seus volumes e suas composigoes, devidos
aos mecanismos de transporte i6nico presentes nas membranas celulares, que levam

entdo a distribuicdo assimétrica de determinados ions. Esta assimetria, contudo, nao



17

altera o equilibrio osmotico e ainda garante as peculiaridades necessarias para que as
células realizem as suas fungdes. Neste sentido, o principal cation presente no meio
extracelular ¢ o Na', enquanto o K' aparece como o principal cation do meio
intracelular. Isso se deve, principalmente, a baixa permeabilidade das membranas
celulares ao ion Na' e 4 atividade da (Na'+K")ATPase (Seldin & Giesbisch, 1992). A
abundincia de Na" no meio extracelular, e as caracteristicas de permeabilidade das
membranas que limitam este compartimento conferem a este ion uma importancia
central na determinacdo do seu volume. Como a regulagdo da pressdo arterial esta
intimamente associada a do volume extracelular, os rins, que constituem a principal rota
pela qual o Na" ¢ eliminado do organismo, sdo os 6rgios essenciais para a manutencio a
longo prazo da pressao arterial (Mullins et al., 2006).

A unidade morfofuncional dos rins ¢ o néfron e todo rim humano ¢ formado por
aproximadamente 1,2 milhdes de néfrons. Cada néfron tem entre 20 ¢ 40 mm de
comprimento podendo ser distinguidos em dois tipos: néfrons corticais, que possuem
alcas de Henle curtas que se estendem até a transi¢do entre medula externa e medula
interna, e néfrons justamedulares (15% do total de néfrons), com alcas longas que se
estendem até a ponta da papila renal. Estes tltimos tém um papel essencial na produgado
de urina concentrada e, como mencionado acima, a maturacdo funcional renal
considera-se completa quando isto ocorre (Eisen, 1976; Solomon, 1977). Os néfrons sdo
constituidos pelo corpusculo renal seguido de um sistema tubular — no qual ocorre o
processamento do fluido filtrado — dividido classicamente em quatro principais
segmentos: tibulo proximal, al¢ca de Henle, tubulo distal e ducto coletor (Figura 7), com
diferentes subsegmentos que sdo omitidos por simplicidade. Esta subdivisdo dos tibulos
¢ baseada na diferenca da estrutura celular, nas caracteristicas de permeabilidade e na

presenca de diferentes transportadores na membrana apical e basolateral de suas células.
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Figura 7. Segmentos do néfron. Esquema do néfron, mostrando a capsula de Bowman
(azul), tabulo proximal (verde), alga de Henle (vermelho), tibulo distal (laranja) e duto
coletor (amarelo). A figura mostra também a magnitude dos processos de transporte no

tubulo proximal. Adaptado de Cabral (2006).



19

Com isso, cada segmento possui uma caracteristica estrutural e fungdes especificas de

transporte de solutos e agua (Féraille & Doucet, 2001).

Os rins exibem um fluxo sanguineo elevado, de tal modo que ambos recebem
usualmente 20 a 25% do débito cardiaco, cerca de 1.000 a 1.200 ml de sangue por
minuto, embora correspondam a apenas a 0,5% da massa corporal total. Esta taxa de
fluxo sangiiineo, cerca de 400 ml/100 g de tecido por minuto, ¢ muito maior do que a
observada em outros leitos vasculares tidos como muito bem perfundidos, tais como
coracgdo, figado ou cérebro. Dos 600 ml de plasma que chegam ao rim por minuto
somente 120 ml sdo filtrados nos glomérulos, sendo que 99% desse volume ¢
reabsorvido nos diferentes segmentos do néfron. Assim, dos aproximadamente 180
litros de plasma filtrados por dia, menos de 2 sdo eliminados na forma de urina (Mello-

Aires, 1999; Feraille & Doucet, 2001).

O primeiro passo na formacdo da urina ¢ a ultrafiltracio do plasma nos
glomérulos. O ultrafiltrado glomerular apresenta constituicdo semelhante ao plasma
exceto pela auséncia de elementos celulares do sangue e proteinas de alto peso
molecular que ndo conseguem transpor a barreira de filtracdo dos capilares
glomerulares. Como em qualquer outra rede capilar, a taxa de filtragdo através do
capilar glomerular ¢ determinada pelo desequilibrio entre os gradientes de pressao
hidraulica e pressdo oncotica — denominadas forgas de Starling — como as que sao

estabelecidas entre os compartimentos vasculares e intratubulares.

Uma grande massa de solutos (incluindo o NaCl) e de agua sdo reabsorvidos
enquanto o ultrafiltrado percorre os tubulos renais. Cerca de 1,6 kg de Na' sdo
ultrafiltrados por dia, dos quais, em condigdes usuais de ingestdo de NaCl, somente

, . ~ + A .
cerca de 1% ¢ excretado na urina. Nesse processo de reabsor¢dao de Na' s@o consumidos
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em torno de 2 kg de ATP (Schnermann & Sayegh, 1998; Féraille & Doucet, 2001) o
que revela a importancia deste processo global de transporte do ponto de vista da
economia metabolica corporal. Nesse contexto, os diferentes segmentos do néfron
reabsorvem percentuais diferentes Na™ onde podemos destacar como principal sitio de
reabsorcao deste ion o tubulo proximal (Figura 8). Por isso, e por ser o segmento objeto

de estudo na presente dissertagdo, serd descrito com maiores detalhes no ponto seguinte.

1.3.1. Mecanismos celulares de reabsorcao no tubulo proximal

O taibulo proximal é formado por um segmento convoluto préximo ao glomérulo
e outro reto na regido mais profunda do cortex e mais externa da medula. Este segmento
do néfron ¢é responsavel pela maior parte da reabsor¢do do ultrafiltrado. Em condic¢des
euvolémicas o tubulo proximal reabsorve entre 70% e 80% do Na”, K*, Ca®", CI', HPO,
e da agua do filtrado glomerular e virtualmente a totalidade do HCOs', da glicose e dos
aminoacidos filtrados (Féraille & Doucet, 2001). A reabsor¢do destes solutos pode
ocorrer tanto pela via paracelular, como pela via transcelular e, neste ultimo caso,
através de mecanismos passivos ou ativos (primarios ou secundarios).

Esse segmento tubular ¢ revestido por um epitélio cubico simples e sua
membrana apical e basolateral apresentam grandes diferencas em suas morfologias. A
membrana luminal ou apical separa o citoplasma da luz tubular e existe uma borda em
escova, caracteristica que permite a membrana ter uma maior superficie para a
reabsorcdo de solutos. Na membrana basolateral s3o encontrados canais e
transportadores ~ ativos  primarios, como por exemplo, a Na'-ATPase, a
(Na™+K")ATPase ¢ a Ca’-ATPase (Vieyra, et al., 1986; Vieyra,1996; Féraille &

Doucet, 2001).
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Figura 8. Porcentagem de reabsorcio de Na' filtrado. A figura mostra as
porcentagens de reabsor¢do de Na' nos diferentes segmentos do néfron. TP: tubulo
proximal; AH: al¢a de henle; TD: tibulo distal; DCC: ducto coletor cortical e DCMI:
ducto coletor medular interno. As porcentagens correspondem a uma situacdo de

euvolemia.
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Os mecanismos de reabsor¢do transcelular de solutos no tubulo proximal
dependem do gradiente eletroquimico gerado pela (Na'+K')ATPase presente na
membrana basolateral das células deste segmento. Essa enzima utiliza a energia quimica
contida na ligagdo fosfoanidrido y-terminal do ATP, para transportar o fon Na' contra o
seu gradiente de potencial eletroquimico. Esse processo mantém baixa a concentracio
de Na" no meio intracelular, possibilitando o transporte ativo secundario de outros
solutos por meio de co-transportadores localizados na membrana apical (Figura 9). Por
exemplo, glicose e aminoéacidos sdo reabsorvidos por mecanismo de co-transporte com
o Na", sendo transportados contra o seu gradiente de concentragio, ao passo que o Na"

entra na célula a favor do seu gradiente de potencial eletroquimico.

Além da (Na'+K")ATPase, foi demonstrada, a presenca de uma segunda bomba
de Na', insensivel a ouabaina e sensivel a furosemida, chamada de Na'-ATPase. Esta
enzima apresenta distribuigio paralela & (Na'+K")ATPase, e tem, dependendo da
espécie, atividade cerca de 10 vezes menor que esta Ultima enzima e, assim como
(Na+K")ATPase, ¢ modulada pelos horménios e autacoides responsaveis pela
regulagdo do volume do fluido extracelular. Como todos os elementos das redes de
sinalizacdo responsaveis pela modulagdo “in vitro” da Na-ATPase se encontram na
membrana basolateral e, portanto, na sua imediata vizinhanga, somado a sua
participagio menor no total de Na' reabsorvido, foi postulado que esta possa ser
responsavel pelo ajuste fino da reabsor¢io de Na'™ no tibulo proximal (Lara et al.,

2006).

Em sintese, a presencga de diferentes transportadores na membrana basolateral e
apical ¢ o fator que direciona o movimento dos solutos da luz tubular para o intersticio,
permitindo a sua reabsor¢do. Portanto, o tibulo proximal é o principal segmento

responsavel pela reabsor¢do em massa de solutos e dgua cabendo aos segmentos distais
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Luz tubular Intersticio
Na+ ATP 3 Na*
Ca 2+ 2K*
Pi + ADP
Na +
ATP
H +
Ca 2+

Pi+ ADP
Glicose:; aa; Na*
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Organicos; (Pi)

ATP &>

Pi+ ADP

Figura 9. Epitélio de tubulo proximal: diferencas funcionais entre as membranas
apical e basolateral. Além de uma H'-ATPase (ndo mostrada), na membrana apical
estdo localizados transportadores ativos secundarios, que utilizam a energia derivada da
dissipacdo do gradiente de Na' (criado e mantido pelos transportadores ativos primarios
da membrana basolateral) para transportar aminoacidos (aa), fosfato inorganico (Pi) e
glicose (no mesmo sentido lamen — citosol do fluxo de Na"), H (em sentido oposto) e
outros ions e moléculas (como por exemplo, farmacos). Na membrana basolateral estdo
localizados diferentes transportadores ativos primarios (ATPases), que utilizam a
energia proveniente da hidrolise de ATP para transportar ions (Na” e Ca®") contra seu
gradiente de potencial eletroquimico. Outros transportadores (ndo representados)
medeiam o transporte passivo de HCO’3, Na" acoplado a HCO'3, CI” (também acoplado
a HCO’) e ha também canais para Cl" e K'. A seta tracejada indica fluxos passivos

através da via paracelular. Reproduzido de Cabral (2006).
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do néfron o ajuste fino da composicao da urina. Esta reabsor¢ao de um maior volume de
fluido nos segmentos proximais nao exclui, como mencionado anteriormente, a

existéncia de delicados e complexos mecanismos de regulacao.

1.3.2. Mecanismos de reabsorc¢ao renal de sédio

A abundancia de Na' no meio extracelular confere a este ion uma grande
importancia na determinacdo do volume deste compartimento. Assim, de todos os
sistemas de transporte presentes nas células epiteliais renais, iremos focalizar nosso
estudo sobre as ATPases transportadoras de Na", a (Na'+K")ATPase e a Na'-ATPase
resistente a ouabaina, localizadas nas membranas basolateral de células do tubulo
proximal, local onde as mesmas participam da reabsor¢io de 70 a 80% do Na' filtrado.
Essas ATPases sdo alvo de um complexo sistema de controle, fatores neurais e
humorais, que modulam a excre¢do de Na *. A idéia central a ser desenvolvida nesta
dissertacdo ¢ a de que, se afetadas, estas ATPases, poderiam constituir uma das bases
moleculares da hipertensdo arterial de origem renal (associada a um aumento anormal
da reabsorcio de Na') nos quadros de programacdo metabdlica. Por isso, serdo
consideradas a (Na'+K')ATPase e a Na'-ATPase em maiores detalhes no ponto

seguinte.

1.3.3. (Na™+K")ATPase

A (Na'+K")ATPase, ou a classica bomba de Na', é responsavel pelo transporte
ativo dos ions Na" e K™ através da membrana plasmatica da maioria das células de

eucariontes superiores. A energia para o trabalho desta bomba ¢ obtida a partir de sua
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auto-fosforilagdo, - utilizando a energia da ligacdo fosfoanidrido existente entre as
fosforilas B e vy do ATP -, em um residuo de aspartato presente numa seqiiéncia
altamente conservada, permitindo entdo o transporte destes ions (Skou, 1957; Jergensen
& Pedersen, 2001; Horisberger, 2004). Esse transporte acoplado estabelece os
gradientes de potencial eletroquimico para Na™ e K no estado estacionario, essenciais
para a manuten¢do dos potenciais de membrana e, em decorréncia destes, para a
exitabilidade de células musculares e nervosas. Ele contribui também para a regulagdo
do volume celular e do pH intracelular e para a captagdo de nutrientes extracelulares,
como glicose, aminoacidos e vitaminas essenciais para as células (Jergensen &
Pedersen, 2001; Horisberger, 2004). Sua primeira descri¢ao foi feita por Skou (1957) e
essa descoberta lhe rendeu o prémio Nobel 40 anos mais tarde.

A estrutura heterodimérica da enzima consiste de duas subunidades de proteinas
a ¢ B ligadas ndo-covalentemente (Figura 10). A subunidade a contém pouco mais de
1000 residuos de aminoécidos e apresenta uma massa molecular de aproximadamente
mais de 100 kDa. Contém os sitios de ligagdo de ATP, Na' e K' e existe
transitoriamente na forma de um intermediario fosforilado durante o ciclo catalitico
(Lingrel & Kuntzweiler, 1994). Quatro isoformas da subunidade o ja foram
identificadas em mamiferos e estdo correlacionadas a genes diferentes (Shamraj &
Lingrel, 1994), apresentando diferencas na afinidade por K', Na', ATP e na
sensibilidade a ouabaina (Segall et al., 2001).

Essas isoformas possuem padroes diferentes de expressdo em tecidos especificos
e sdo classificadas como subunidades al, a2, a3, e o4, sendo que a isoforma al ¢é
expressa praticamente em todos os tecidos. A isoforma a2 ¢ expressa principalmente
nos tecidos nervoso e adiposo, coracdo e musculos esqueléticos. A isoforma a3 ¢

encontrada primariamente no tecido nervoso, embora também tenha sido detectada em
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COOH ~ooH

Figura 10. Topologia de membrana proposta para as subunidades o e p da
Na"+K"-ATPase. O modelo mostra as subunidades o ¢ B que podem estar associadas a
subunidade y. A subunidade y ¢ mostrada com sua conservada sequéncia FXYD. Na
estrutura planar mostrada, aparecem em destaque: A, dominio atuador; P, dominio de
fosforilacdo com a conservada seqiiéncia DKTGT que caracteriza ATPases do tipo P;
N, dominio de ligagdo do nucleotideo (ATP); TGES, representa uma seqiiéncia
considerada chave na hidrolise do intermedidrio fosforilado durante o ciclo catalitico.
Os pequenos hexagonos brancos da subunidade B representam as unidades glicosiladas.
Adaptado de Horisberger (2004).
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outros locais, incluindo macréfagos multinucleados, glandula pineal e endotélio da
cornea (Shyjan et al., 1990; Vignery et al., 1990; Huang et al., 2003). Trabalhos
relacionados com a isoforma a4 t€ém sugerido que sua expressdo esta restrita a tecidos
reprodutivos (Blanco & Mercer, 1998; Duran et al., 2004).

Estudos de clonagem molecular da subunidade o da (Na'+K")ATPase indicam a
presenga de 10 segmentos transmembrana, com pequenas alcas extracelulares e quatro
alca citosodlicas, uma delas especialmente envolvida na catélise (ver mais adiante). Nesta
subunidade podem ser reconhecidos 3 dominios globulares especialmente distintos que
estdo voltados para o citoplasma e que s3o conectados por uma haste estreita a um
dominio transmembrana de forma aproximadamente cilindrica e compacta (Kaplan,
2002; Jorgensen et al., 2003; Horisberger, 2004). Estes dominios foram denominados P
(dominio de fosforilagdo), A (dominio atuador) e N (dominio de ligagdo de
nucleotideos). Resumidamente, o dominio A da (Na'+K")ATPase é constituido pela
regido N-terminal e a alga citoplasmatica da cadeia polipeptidica localizada entre os
segmentos transmembrana M2 e M3 (Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003; Horisberger,
2004). Ja os dominios N e P estdo co-localizados na grande al¢a citoplasmatica que
conecta os segmentos transmembrana M4 e MS5 da subunidade o, formada
aproximadamente por 430 residuos de aminoacidos, e que contém os sitios de ligagdo
do ATP e de fosforilagdo da enzima (sequéncia conservada como mencionado acima),
respectivamente (Jorgensen & Pedersen, 2001; Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003;
Horisberger, 2004).

A subunidade B, contém cerca de 300 residuos de aminoacidos e peso molecular
em torno de 50 kDa. Possui apenas 1 dominio transmembrana cuja pequena
extremidade N-terminal estd voltada para o citoplasma. Esta subunidade ¢ altamente

glicosilada e estd praticamente voltada para o meio extracelular (Kaplan, 2002;
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Horisberger, 2004). Estudos de clonagem molecular tém também identificado
heterogeneidade da subunidade 3, mostrando as isoformas B1, B2 e B3. Originalmente a
isoforma B1 foi isolada a partir do tecido renal, enquanto as outras isoformas t€ém sido
identificadas em varios tecidos (Martin-Vasallo et al., 1989; Malik et al., 1996).

Além das subunidades o e P, foi identificada uma terceira subunidade
denominada y. Essa subunidade contém 60 residuos de aminoacidos e peso molecular
de 7 kDa que se associa a (Na'+K")ATPase de maneira tecido-especifica. Ela faz parte
de uma familia de proteinas denominadas FXYD, caracterizadas por apresentar apenas
um Unico segmento transmembrana. Evidéncias recentes indicam que ela ndo ¢ um
componente essencial para (Na'+K")ATPase, embora atue como regulador, modulando
a afinidade da enzima pelo ATP bem como para os ions Na” e K" (Rivard et al., 2005).

Horisberger (2004) propds um modelo estrutural elegante para descrever o
acoplamento entre hidrélise do ATP no dominio citoplasmatico e o transporte dos
cations envolvendo dominios transmembrana, uma representacdo do modelo de catélise
de Alberts-Post (Post et al., 1960; Cornelius, 1996). Esse modelo (Figura 11) descreve a
presenga dos dominios A, N e P, chamados de “centro motor” das ATPases do tipo P e
devido ao alto grau de conservagdo da seqiiéncia no dominio P, acredita-se que o
mecanismo de catalise que opera nesta parte da proteina possa ser muito semelhante em
todas as P-ATPases. Entretanto, as altera¢des estéricas que definem os sitos de ligacdo e
transporte dos cations sdo especificas para cada P-ATPase. Na etapa inicial do ciclo
reacional, a enzima no estado E1, com o ATP presente no seu sitio de ligacdo em estado
de alta afinidade (~1 pM), liga 3 ions Na' no sitio de alta afinidade voltado para o
citosol provocando uma alteracdo conformacional onde o dominio N sofre uma rotagao

e posiciona a fosforila y-terminal do ATP fechando o sitio de fosforilagao.
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Figura 11. Modelo proposto para o transporte dos cations pela (Na'+K")ATPase.
P, A e N correspondem aos dominios de fosforilacdo, atuador e de ligagao de
nucleotideos, respectivamente da subunidade a. Para descri¢do, ver texto. Adaptado de

Horisberger (2004).
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Por analogia com a Ca>"-ATPase do retitulo sarcoplasmatico (Horisberger, 2004), nesta
posicdo o ATP estabelece uma ponte entre os dominios P e N (passo 2 da Figura 11)
(Toyoshima & Mizutami, 2004). Essa ponte pode ser rompida permitindo a
transferéncia da fosforila y-terminal para o resido de aspartato D da seqiiéncia DKTGT
presente no sitio de fosforilagdo. Em seguida, o dominio A também sofreria uma
rotagdo de 30° em torno do eixo horizontal (Toyoshima & Mizutami, 2004), produzindo
um movimento de translagdo do primeiro segmento transmembrana do lado intracelular
e de 90° na terceira volta interna desta o-hélice. Esses autores propdem que esse
movimento do primeiro segmento transmembrana provocaria o fechamento do portao
interno que é responséavel pela entrada dos ions Na'. Essa etapa ¢ acompanhada pela
liberagdo do ADP, resultando no estado E1~P da enzima (com os 3 ions Na" ocluidos).
Durante o ciclo catalitico, esta conformacdo EI~P de alta energia muda para a
conformacdo E2-P abrindo o portdo para o lado extracelular e provocando uma nova
alteracdo conformacional no sitio de ligagdo dos cations, com a subseqiiente liberagcdo
dos ions Na". A conformacio E2, agora com os sitios dos cations vazios estd pronta
para a entrada dos ions K'. A ocupagio dos sitios da enzima no estado E2-P por 2 ions
K" vindos do meio extracelular resulta em duas mudancas: a defosforilagdo do residuo
fosforilado de aspartato na sequéncia DKTGT e a oclusio do K' pelo fechamento do
portdo extracelular. O dominio N agora possui um sitio acessivel ao ATP intracelular e,
na etapa final de cada ciclo de transporte de cations, o ATP (ou outros nucleotideos
como ADP, ou analogos ndo hidrolisdveis do ATP como visto em estudos “in vitro™)
liga-se a esse sitio intracelular de baixa afinidade para nucleotideos (da ordem de 100-
1000 uM) provocando uma mudanca conformacional da forma E2K para a forma El,
resultando na abertura do portdo intracelular, com subseqiiente liberagio do K do lado

citoplasmatico. Essas etapas podem ocorrer na auséncia do nucleotideo no sitio de baixa
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afinidade, mas com uma velocidade menor (Horisberger, 2004). E interessante antecipar
desde ja que esta ligacdo de ATP num sitio de baixa afinidade parece estar alterada em
células de tecidos de animais desnutridos. Este assunto sera retomado posteriormente

(Resultados e Discussdo).

A (Na™+K")ATPase estd sujeita a uma complexa regulacio, que acaba
conferindo as células a capacidade de coordenar precisamente a atividade da enzima
com as suas necessidades fisiolégicas. Em sua grande maioria, cascatas de sinalizagdo
ativadas por hormoénios e autacoides (aldosterona, norepinefrina, dopamina, insulina e
angiotensina II) modulam a atividade de cinases e fosfatases que alteram o grau de
fosforilagdo da subunidade oo em dominios regulatdrios especificos (Aperia et al., 1994;
Féraille & Doucet, 2001). Este fenomeno resulta em modificagdes nos parametros
cinéticos da (Na'+K')ATPase e em modificacdes da expressdo génica e isto,
conseqlientemente, no niimero de unidades enzimaticas residentes na membrana celular
(Ewart & Klip, 1995; Blanco & Mercer, 1998). Tem sido demonstrado que
modificagdes na atividade da (Na™+K")ATPase, levando-a a um estado descontrolado
poderiam ser o ponto de partida para a génese de quadros de hipertensdo arterial (De
Ferrari, 2003) e, como proposto para a Na -ATPase (ver texto abaixo), ela poderia ser
um dos diversos componentes celulares, que quando alterados, participam na génese da

hipertensao arterial de origem renal.
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1.3.4. Na'-ATPase

A primeira descrigdo acerca da existéncia de uma “segunda bomba” de Na’ em
tecido renal ocorreu no ano de 1969 e diversos dados elucidando caracteristicas
cinéticas e bioquimicas da Na'-ATPase vieram comprovar sua existéncia nos anos
seguintes. Em 1969, Whittembury e Fishman (1969) descreveram um mecanismo de
transporte de Na', concomitante com CI” e 4gua, na auséncia de K e na presenca de
ouabaina, em fatias de rim de ratos. No ano seguinte Whittembury & Proverbio (1970)
verificaram, em homogenato de cortex renal de rato, a inibicdo deste transporte
alternativo de Na' por acido etacrinico. Posteriormente foi encontrada, na fragdo
microssomal de cortex de rim de rato, uma atividade ATPésica estimulada por Na"
insensivel & ouabaina 10 mM o que mostrou a associa¢do entre os fenomenos de
hidrolise de ATP e o fluxo ativo de Na™ (Proverbio et al., 1975). Além disso, também
foi demonstrado que esse transporte ativo é estimulado por Na, é insensivel ao K ¢ a
ouabaina e ¢ inibido por acido etacrinico, furosemide e triflocina (Del Castillo et al.,
1982; Proverbio et al., 1989). Na auséncia de KCl e presenca de 7 mM de ouabaina este
transporte foi considerado inicialmente corresponder a cerca de 10% do transporte de
Na" mediado pela (Na™+K")ATPase (Proverbio et al., 1989). A partir do conjunto destes
dados iniciais foi sugerida a existéncia de duas bombas de Na' no tubulo proximal: a
classica (Na'+K")ATPase e a Na'-ATPase insensivel a ouabaina com importantes
diferencas nas suas propriedades cinéticas (Tabela 2) e regulatorias.

A caracterizagdo da Na'-ATPase como uma entidade molecular diferente da
(Na"+K")ATPase também foi confirmada por De Souza e colaboradores (2007). Estes
autores imunoprecipitaram a (Na'+K")ATPase com anticorpo monoclonal anti-al, de
células MDCK 1 (de origem distal), revelando que a Na'-ATPase insensivel a ouabaina

e sensivel a furosemide permanecia no sobrenadante com uma atividade especifica
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Tabela 2. Caracterizagdo parcial das atividades da Na'- ATPase e da (Na'+K")ATPase

em cortex de rim de rato.

Caracteristica Na'-ATPase (Na"+K")ATPase
Requerimento de Mg*" Sim Sim

K V&4 (mM:mM) 1,2:0,48 0,5:0,5

Ko ™ (mM) 8,0 16,0
Requerimento de K" Nao Sim
Estimulagdo por cation Na"™>Li" K"™>Rb">NH, >Cs >Na"
Estimulacdo por anion Nao Nao

Substrato ATP ATP>>>GTP, ITP,ADP,CTP
Temperatura 6tima (°C) 47 52

pH o6timo 6.9 7,2
Sensibilidade a ouabaina 0% 100%

(7 mM)

Sensibilidade a furosemida 95% 5%

(2 mM)

Sensibilidade ao  4cido 100% 60%

etacrinico (2 mM)

ATP, adenosina trifosfato; GTP, guanosina trifosfato; ITP, inosina trifosfato; ADP,

adenosina difosfato; CTP, citidina trifosfato. Estdo em destaque (cercados em

vermelho) as trés maiores caracteristicas diferenciadoras. Adaptado de Proverbio et al.,

1989.
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idéntica & encontrada antes da imunoprecipitagdo. Os pardmetros cinéticos desta Na'-
ATPase isolada sdo semelhantes aos encontrados em fragdes de cortex renal,
confirmando que, mesmo em territorios celulares diferentes, a Na'-ATPase apresenta
propriedades cinéticas semelhantes.

A Na'-ATPase teria uma distribuicdo paralela a da (Na'+K")ATPase em
mamiferos, como proposta por Borgatti e colaboradores (1985). Treze anos antes havia
sido descrito em fatias de medula externa renal, onde se encontra o ramo ascendente
grosso da al¢a de Henle, um transporte de Na' ndo acoplado a K, insensivel a ouabaina
e sensivel a acido etacrinico, demonstrando assim a ubiquidade da “segunda bomba” ¢
de sua coexisténcia com a (Na'+K")ATPase em segmentos no néfron com alta
capacidade de transporte de Na' (De Jairala et al., 1972).

Para a Na'-ATPase também foram propostas conformagdes diferentes ao longo
do ciclo de catalise: E1 e E2 (De Souza et al., 2003; Figura 12). Inicialmente, ocorreria
a ligagdo do Na' e, posteriormente, a ligagio do ATP, formando um intermedidrio de
alta energia (E1~P). Este sofreria uma mudanca conformacional, originando um
intermediario de baixa energia e pouca afinidade por Na (E2-P), o que acarretaria a sua
liberagdo para o meio extracelular. Subsequentemente, se completa a hidrélise do
intermediario e a liberacdo do Pi. A forma E, sofreria entdo uma nova alteragdo
conformacional retornando ao estado E1 A formag¢do de um intermediario fosforilado
em seu ciclo catalitico a caracteriza como uma P-ATPase, sendo possivel especular que
exista certa homologia estrutural com as ATPases desta classe, a0 menos nas regides
mais conservadas.

Apesar de muitos trabalhos ja publicados sobre as caracteristicas cinéticas da
Na'-ATPase, seu papel fisiolégico ainda ndo foi definitivamente estabelecido. Alguns

trabalhos correlacionam seu papel fisiologico com a regulagdo do meio intracelular e



35

Intracelular
Na, ) (AP
- \\\"\bj \\\\‘Q‘j W —
| I

—'
Furosemlde -
(1,2)
\ - E1

e

Extracelular < Pi_> < Na, >

Figura 12. Ciclo catalitico da Na'-ATPase. O ciclo inicial proposto para a Na'-
ATPase consiste das etapas: (1) ligagdo do Na'; (2) fosforilagio por ATP formando um
intermediario de alta energia; (3) interconversao para um intermedidrio de baixa energia
e pouca afinidade por Na’ provocando a liberagio do mesmo para o meio extracelular;
(4) hidrolise do intermediario fosforilado; (5) liberacdo de Pi; (6) nova mudanca
conformacional retornando ao estado E;. A furosemida parece inibir a formacdo do
intermediario fosforilado estabilizando um complexo inativo E.Furosemida (7). De

Souza et al., 2003.
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com a regulacdo da osmolaridade do meio extracelular, uma vez que esta enzima
também transporta Na' através da membrana contra seu gradiente de potencial
eletroquimico (Provérbio et al., 1988a; Provérbio et al., 1988b; Del Castillo et al.,
1985). Pode-se ver hoje que algumas evidéncias indicaram hd muito tempo a
participagdo desta enzima na reabsor¢io de Na' no tiibulo proximal. Merecem ser
citadas as encontradas no estudo realizado através de micropun¢do de néfrons corticais,
demonstrando que a reabsor¢io de Na' ¢ parcialmente inibida por furosemida (Malnic
et al., 1969). Apontaram para isso também, as observacdes de que ratos alimentados
com dieta rica em NaCl durante um periodo de quatro meses apresentam um aumento
de 70% no acumulo ativo de Na" medido em vesiculas “inside out” de membrana
basolateral de tubulo proximal de rim, enquanto a atividade (Na'+K")ATPasica
permanece inalterada (Marin et al., 1986).

Em conjunto, essas evidéncias sugerem que a Na'-ATPase participa da
reabsorgdo de Na” em diferentes segmentos do néfron, podendo ser um dos possiveis
mecanismos celulares alterados nos disturbios que envolvem mudangas no volume do
meio extracelular. Como a regulagdo da pressdo arterial estd intimamente associada ao
volume extracelular a Na'-ATPase, junto com a (Na'+K")ATPase pode ser um dos
componentes celulares, que quando alterados, participam na génese da hipertensdo

arterial de origem renal como proposto anteriormente no texto.

1.3.5. Regulacdo da (Na'+K")ATPase e da Na'-ATPase por Ang II em

tubulos proximais e vias de sinalizacio celular acopladas

A reabsor¢do de Na' em tibulos proximais renais ¢ modulada por diferentes

hormdnios, onde podemos destacar como um dos principais a Ang II e seus peptideos
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gerados por proteolise progressiva e limitada. Como um dos objetivos da presente
dissertagdo foi o de estudar a influéncia da Ang II no transporte renal de Na™ de ratos
programados, o texto a seguir estara especialmente focado neste que é considerado um
importante hormonio responsavel pela economia corporal de Na™ (Féraille & Doucet,

2001).

O primeiro evento da cascata para sintese de Ang II sistémica € a secrecdo de
renina que ocorre principalmente no tecido renal. Este processo ¢ regulado por trés
diferentes mecanismos: (1) a diminui¢do da concentragio de Na" do fluido luminal que
chega a macula densa e que, levando a uma diminui¢do da reabsorcdo de NaCl através
destas células especializadas, gera sinais quimicos (provavelmente de Ca®") para as
células justaglomerulares que respondem com a liberagdo de renina para a circulagao;
(2) a diminuicdo da pressdo sangiiinea nos vasos pré-glomerulares; (3) atividade
simpatica renal, cujo sinalizador ¢ a noradrenalina. Assim como no primeiro caso, 0s
dois ultimos processos culminam com a liberagdo sistémica de renina (Dzau et al.,
1988; Aurell, 1998; Opolski & Filipiak, 2000; DiBona, 2002), embora alteracdes
simultdneas no sistema renina-angiotensina intrarenal sejam também importantes

(Harris & Gomez, 1997; De Gasparo et al., 2000).

Em seres humanos, a sintese de renina ¢ iniciada com a formagdo do pré-pro-
renina constituida de 406 aminoacidos. No reticulo endoplasmatico da célula
justaglomerular o peptideo sinal de 20 aminoacidos ¢ clivado da pré-pro-renina,
formando pré-renina (Peach, 1977; Re, 2003). Esta é entdo empacotada nos granulos de
secre¢ao do aparelho de Golgi, onde ocorre a retirada do residuo pro-peptidico de 46
aminoacidos da sua por¢do N-terminal, formando uma carboxipeptidase glicosilada de
peso molecular de aproximadamente 44 kDa. Apos ser liberada por exocitose para a

circulagdo geral, ela € convertida finalmente em renina também por protedlise limitada
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num processo catalisado por uma enzima semelhante a tripsina (Hsueh et. al., 1991). Na
ultima década foi demonstrado que a renina pode também ser produzida em diversos
tecidos e, portanto, o sistema renina-angiotensina pode ser ativado localmente em
diferentes territérios (como por exemplo, no coragdo) e também em diversas regides do
tecido renal (Harris et al., 1997; De Gasparo et al., 2000). Nestes tecidos, ha produgao
local de concentragdes altas de Ang II como, por exemplo, no espaco peritubular
proximal que circunda as ATPases localizadas na membrana basolateral, (Kobori et al.,

2001; Nishiyama et al., 2002), revelando uma intensa atividade de renina.

Ap6s ser liberada na circulacdo, a renina promove a clivagem de seu substrato, o
angiotensinogénio (uma a,-globulina), na ligagio peptidica formada entre a Leu'’ ¢ a
Val''. Dessa forma, é gerado o decapeptideo angiotensina I (Ang I), intermediario da
cascata que corresponde a por¢ao N-terminal do angiotensinogénio. Apos a formagao de
Ang I, a enzima conversora de angiotensina (peptidildipeptideo-hidrolase, ECA)
catalisa a quebra da ligagdo entre a Phe® ¢ a His’ na porgdo carboxi-terminal deste
peptideo, formando Angiotensina II (Ang II), octapeptideo considerado como o

hormonio vasoativo mais relevante em mamiferos.

A ECA esta amplamente distribuida em diferentes 6rgdos e fluidos corporais,
principalmente no leito vascular pulmonar e no rim, e existe sob duas formas: solivel e
ligada @ membrana. A maior parte se apresenta ligada a membrana e estd localizada na
membrana plasmatica de diversos tipos celulares, incluindo células endoteliais
vasculares, membrana luminal de células epiteliais renais e células neuroepiteliais
(Soubrier et al., 1993; Carey & Siragy, 2003). Assim como a ECA, o angiotensinogénio
também se encontra em grandes quantidades no tecido renal e, o mais importante do

ponto de vista da programacdo metabolica na desnutricdo, ambos componentes do
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sistema se encontram diminuidos na desnutri¢cao intra-uterina (Woods & Rasch, 1998;

Woods et al., 2001).

Atualmente sdo descritos dois tipos principais de receptores para Ang II: AT; e
AT, (Bumps et al., 1991; Goodfriend, 2000; Paul et al., 2006) que, quando estimulados,
desencadeiam complexos eventos de sinalizagdo celular, muitas vezes antagdnicos, que
regulam a reabsor¢do e a excregdo renal de Na' influenciando desta forma a pressdo
arterial (Jagadeesh, 1998; Dinh et al., 2001; Paul et al., 2006). Os receptores do tipo
AT, estdo amplamente distribuidos no sistema cardiovascular, renal, endocrino e
nervoso em humanos (Allen et al., 2000; Paul et al., 2006). Em tubulos proximais renais
estes receptores estdo presentes na membrana apical e basolateral (Carey & Siragy,
2003). Além da Ang II, o receptor AT, liga, seletivamente e com alta afinidade,
bifenilimidazoles como o losartan (DuP 753) e candesartan, duas ferramentas
farmacoldgicas poderosas e especificas para o estudo dos processos modulados por Ang
IT que envolvem a participacdo destes receptores. Em ratos e em camundongos foi
mostrada a presenca de dois subtipos de receptores AT; denominados: AT € ATz que
apresentam 95% de homologia entre si (Zhou et al., 1993; De Gasparo et al., 2000). O
mRNA do receptor AT € expresso em células do musculo liso vascular de aorta, no
pulmao e nos ovarios, enquanto que o do receptor AT;p ¢ expresso principalmente na
hipdfise anterior, na adrenal e no utero (Kakar et al., 1992). Os dois tipos de mRNA sdo
expressos de forma similar em bago, figado e rim (Kakar et al., 1992). Os receptores
ATa sdo sensiveis ao losartan em concentracdes nanomolares, possuem alta afinidade
para Ang II, moderada afinidade pela angiotensina III (Ang III) e muito pouca para
angiotensina de 1 a 7) {Ang-(1-7)} (Zhou et al., 1993; Douglas & Hopfer, 1994). Em
humanos e em outros mamiferos até o presente momento ndo foram detectados subtipos

de receptores ATy,
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O receptor AT pertence a classe de receptores de sete dominios transmembrana
acoplados a proteina G (De Gasparo et al., 2000) que, quando estimulados por Ang II,
aumentam a atividade da (Na'+K")ATPase (Therien & Blostein, 2000) ¢ da Na'-
ATPase (Rangel et al., 2005) da membrana basolateral de tibulos proximais, com
consequente aumento na reabsorgdo de Na'. A ligagdo de Ang II promove mudangas
conformacionais na molécula do receptor, favorecendo a sua interagdo com diversas
proteinas G (Hunyady et al., 1996; De Gasparo et al., 2000), que por sua vez ativam
uma fosfolipase C (PLC), levando a hidrolise de fosfatidil inositol-bis-fosfato (PIP,) da
membrana plasmatica em inositol trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG), e que culmina
simultaneamente com aumento dos niveis de Ca®’ intracelular e ativacio de uma

proteina cinase C (PKC) (Rangel et al., 2005).

Os trés grandes grupos de PKCs e suas diferentes isoformas (cldssicas, noveis e
atipicas) parecem mediar sinais celulares que levam ao estabelecimento de quadros de
hipertensdo arterial. Salamanca e Khalil (2005), demonstraram que a ligacdo de Ang II
aos seus receptores (Ang II sistémica ou localmente produzida no epitélio tubular
proximal) ativaria a cascata de sinalizagdo descrita acima podendo modificar desta
forma o estado de fosforilacio da Na'-ATPase e da (Na'+K")ATPase e modulando
consequentemente a reabsor¢do proximal de Na’. Além disso, observaram que ocorre
um aumento das quantidades das PKCs dos trés grupos, sendo uma forte evidéncia do
envolvimento destas cinases na génese da hipertensao arterial. A transferéncia de PKCs
para a superficie celular ou ativagdo de cinases residentes em estado latente
(Chakravarthy et al., 1994) parece ativar uma miriade de outras cinases capazes de
interagir com os miofilamentos, aumentar o estado de contracdo do musculo liso
vascular e, consequentemente, a resisténcia vascular periférica que conduz a

hipertensao.
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Com relagdo aos receptores AT,, eles sdo altamente expressos nos tecidos
mesenquimais fetais de roedores ¢ do homem (Thomas & Mendelsohn, 2003), mas com
poucos dias de nascimento, a sua expressdo diminui rapidamente para niveis muito
baixos. Apesar disso, o receptor AT, ainda pode ser encontrado em tecidos adultos
(Goodfriend, 2000), como no sistema nervoso central (Tsutsumi & Saavedra, 1991), na
medula adrenal e zona glomerulosa do cortex supra-renal (Riordan, 1995), no rim
(células epiteliais glomerulares, tibulos corticais e células intersticiais) (Ozono et al.,
1997), no coragdo (miocardios atrial e ventricular e células do musculo liso das artérias
coronarias) € nos vasos sanguineos (Asano et al., 1997; Wang et al., 1998; Wharton et
al., 1998). O receptor AT, mostra as seguintes caracteristicas: (1) alta afinidade pela
familia de compostos tetraimidazolespiridinas denominados PD (123319 e 123177); (2)
baixa afinidade pelo losartan (Nishimura et al., 1994); (3) ativagdo por reagentes de
grupamentos tidis (como o ditiotreitol, DTT); e (4) tem como agonista especifico o CGP
42112A  [nicotinil-Tir-(N“-benzilocarbonil-Arg)Lys-His-Pro-Ile-OH] (Bernstein &
Berk, 1993).

A maioria das agdes descritas para a ligacdo de Ang II aos receptores AT,
mostraram, de modo geral, um contrabalango dos efeitos mediados por AT, tais como o
efeito antiproliferativo, vasodilatador e natriurético (Carey & Siragy, 2003; Dinh et al.,
2001). A estrutura molecular desta classe de receptores se assemelha também a
superfamilia dos receptores com sete dominios transmembrana acoplados a proteina G,
principalmente Gi, Go e Gs (Ozono et al., 1997; Goodfriend, 2000; Hansen et al., 2000;
Thomas & Mendelsohn, 2003; De Souza, et al., 2004; Lara et al., 2006) que, quando
estimulados, podem inibir a atividade (Na'+K")ATPasica (Hakam & Hussain, 2006) e
Na'-ATPasica (De Souza, et al., 2004; Lara et al., 2006) por duas principais vias de

sinalizagdo celular diferentes. A primeira envolve mudancas conformacionais na
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molécula do receptor, favorecendo a sua interacdo com proteinas Gj, (Hakam &
Hussain, 2006; Lara et al., 2006), o que por sua vez aumenta os niveis de 6xido nitrico
(ON), através de uma oOxido nitrico sintetase (NOS).Os niveis aumentados de ON
levariam a ativagdo de uma guanilato ciclase, culminando com aumento dos niveis de
cGMP intracelular e ativagdo de uma proteina cinase G (PKG). A segunda via de
sinalizacdo celular também envolve mudancas conformacionais na molécula do
receptor, s6 que dessa vez, favorecendo a sua interagdo com uma proteina Gg (De Souza,
et al., 2004), que leva ao aumento dos niveis intracelular de cAMP e ativagdo da
proteina cinase A (PKA). Ambas as vias descritas acima envolvendo PKA e PKG,
levam a um aumento na fosforilagio da (Na'+K")ATPase ¢ da Na'-ATPase em residuos
de serina especificos, levando a inibicdo das mesmas e a uma menor reabsorgdo de Na"

renal através do epitélio tubular proximal.

A partir das informacgdes introduzidas pode-se postular que a hipertensdo arterial
poderia estar associada a alteracdes na expressao de receptores de Ang II ou a expressao
e atividade de diferentes isoformas de cinases, tanto no leito vascular quanto nos
tubulos renais, contribuindo para a uma maior vasoconstricdo e para o aumento da

~ + . .
reabsor¢do de Na'. Estas hipoOteses, em conjunto com outras, foram levadas em

consideracdo ao delinear os objetivos desta dissertagao.

1.4. A hipertensao arterial de origem renal como conseqiiéncia da

programacio metabolica: diferentes processos e mecanismos

A hipertensdo arterial acomete 25% da populagdo mundial acima dos 20 anos de
idade e ¢ considerada o principal fator de risco para doengas cardiovasculares (Staessen

et al., 2003). O anuario estatistico do Ministério da Saude mostrou que as doengas do



43

aparelho circulatorio correspondem a 27% das mortes de causas definidas ocorridas no
Brasil. A hipertensdo arterial esta associada a 60% dos infartos do miocardio, 25% das
causas de tratamentos dialiticos e 25% dos acidentes vasculares cerebrais. Tem sido
motivo de preocupagdo das autoridades de saude frente ao Onus social que acarreta,
porque incide numa parcela economicamente ativa da populagao (Ministério da Saude,

2001).

E bem conhecido que o rim participa ativamente do processo de regulagdo da
pressdo arterial e da génese da hipertensdo arterial, afirmac¢do que tem um importante
suporte no trabalho de Grisk e Retting (2001). Esses autores realizaram o transplante
cruzado de rins de animais normotensos e hipertensos histocompativeis, demonstrando
que quando sdo transplantados rins provenientes de ratos hipertensos em suas
respectivas linhagens normotensas, estas desenvolvem hipertensao. Além disso, quando
rins de ratos normotensos sdo transplantados para ratos hipertensos, estes tém a sua
pressdo arterial reduzida. Dessa forma, o rim parece ser um 6rgdo chave para o estudo
da hipertensdo arterial e por ser particularmente vulneravel a programa¢do metabolica
(figura 13), constitui um interessante modelo-chave para o estudo dos mecanismos
celulares e moleculares que levam a hipertensdo arterial observada na vida adulta nos

quadros de programacao metabolica por desnutricdo protéica nas etapas iniciais da vida.

1.4.1. Reduc¢io no niumero de néfrons

Diversos estudos tém demonstrado a direta relagdo entre a programacao
metabolica, a redu¢do no nimero de néfrons e a hipertensdo arterial (Hughson et al.,

2003; Hoy et al., 2005). Brenner e colaboradores (1988) propuseram que o baixo peso
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Figura 13. Mecanismos pelo qual a programacido metabélica pode levar a
hipertensao arterial na vida adulta. SRA, sistema-renina-angiotensina; Bax e p53,
fatores pro-apoptoticos; Pax e Bcl-2, fatores anti-apoptoticos; 11BHSD2, enzima 11
Hidroxiesterdide desidrogenase do tipo II; TSC; co-transportador Na'-Cl; BSCI, co-
transportador Na'-K'-2CI". As setas indicam sentido das diferentes influéncias, em
alguns casos interativas que convergem no estabelecimento de quadros de hipertensdo

arterial. Adaptado de Nejad et al., 2006.
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no nascimento, uma classica caracteristica da programag¢ao metabodlica por desnutri¢ao
protéica, estd associada a um déficit congénito no nimero de néfrons, o que predispde
para uma redugio da excrecio renal de Na™ e, assim, a um aumento da suscetibilidade
para o desenvolvimento da hipertensdo arterial, especialmente em populagdes
submetidas a dietas com alto contetido de Na" como é o caso em algumas regides
costeiras do nordeste brasileiro (Matos & Ladeia, 2003). Essa hipdtese também ¢
baseada em trabalhos que demonstram que a redugdo no numero de néfrons submete o
glomérulo a uma hipertrofia e hiperfiltragdo compensatoria (Paixdo et al., 2001), que
seria uma resposta adaptativa na tentativa de sustentar uma func¢ao renal adequada. Essa
adaptacdo, entretanto, levarda a uma hipertensdo glomerular, perpetuando um ciclo
vicioso no processo de perda de néfrons (Figura 14). Experimentalmente, essa perda de
funcdo da massa renal manifesta-se clinicamente com o desenvolvimento da hipertensao
arterial e proteinuria, ambas acelerando o processo de faléncia renal (Hostetter et al.,

1981; Oliver et al., 1994).

1.4.2. Apoptose

Outro mecanismo que pode levar a hipertensdo arterial é a apoptose em etapas
criticas do desenvolvimento renal (Sorenson et al., 1995; Porteous et al., 2000), que
leva principalmente a uma redug¢@o do nimero de néfrons e contribui para as alteracdes
descritas no topico anterior. Muitos trabalhos demonstram que a programagio
metabolica influencia os mecanismo de regulagdo da apoptose, por exemplo, a
desnutricao protéica em ratas durante a segunda metade da gestagdo, foi associada com
uma significativa redu¢do no peso corporal e renal da sua prole (15% e 20%

respectivamente). Esse mesmo trabalho demonstrou que a prole apresentava um menor



46

Faléncia renal

~ progressiva
Programacao j

metabdlica
Futura perda
l de néfrons 1
Reducaodo Reducaoda i
numero de Néfrons excre¢do de Na* ”

l Glomeruloesclerose ‘

Hipertrofia / j t
hipertensao _ Hipertensao

glomerular

Figura 14. Mecanismo pelo qual a programacio metabdlica pode levar a reducio
no numero de néfrons com consequente hipertensio arterial na vida adulta.

Adaptado de Nejad et al., 2006.
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nimero de néfrons (28%), aumento da pressdo arterial sistolica e aumento de células
apoptoéticas (no glomérulo, células epiteliais de diferentes segmentos do néfron e células
intersticiais) (Vehaskari et al., 2001). Além disso, Welham e colaboradores (2002)
demonstraram que a programacgdo metabodlica por desnutricdo protéica durante toda a
gravidez foi associada com o aumento de células apoptoticas na fase de
desenvolvimento metanéfrico com redugdo no niumero de células progenitoras. Esses
autores sugeriram que o aumento significativo de células apoptoticas pode ser
relacionado com um aumento de fatores anti-apoptoticos (ex: Pax-2 e Bcl-2) e/ou
diminuicao de fatores pro-apoptéticos (ex: Bax ¢ p53) (Welham et al., 2002). Em outro
modelo de programacgdo metabolica, a insuficiéncia utero-placental, foi demostrado que
a prole programada apresenta uma redu¢do do niimero de néfrons (25%) e aumento de
células apoptoticas. Essas mudangas foram associadas com uma alteragdo na expressao
génica de fatores pro e anti-apoptéticos (diminui¢do na expressdo de mRNAs para Bel-2
e aumento na expressdo de mRNAs para Bax e p53) onde a alteracdo da expressdo de
p53 foi relacionada com o status de metilagao do DNA (Pham et al., 2003). Os autores
propuseram que a insuficiéncia utero-placental levaria a um menor grau de metilagao do
DNA desse fator, explicando assim a observada redu¢do no numero de néfrons e

conseqiientemente o aumento da pressao arterial.

1.4.3. O sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) e economia

corporal de Na*

Embora ainda ndo estejam esclarecidos os mecanismos pelo qual a programagao
metabolica leva a hipertensdo arterial na vida adulta, evidéncias substanciais indicam

que alteragdes no sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA) podem ser uma das
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principais vias. Em modelos de hipertensdo primaria, como nos ratos espontaneamente
hipertensos (SHR), ¢ possivel observar diferencas na expressdo dos componentes do
SRAA quando comparados com animais normotensos (Pratt et al., 1989). Além disso,
ratos transgénicos para o0 SRAA (introdugdo do gene Ren-2 [renina] de camundongos no
genoma de ratos) desenvolvem hipertensdo sugerindo que esse sistema pode ser critico

na etiologia desta patologia (Mullins et al., 1990).

Diversos outros sistemas de hormonios e autacoides, entre eles os que envolvem
endotelina, peptideos natriuréticos, neuropeptidio Y e 6xido nitrico podem influenciar a
regulacdo da pressdo sanguinea e a funcdo renal e manipulagdes que interrompam o
SRAA sdo altamente efetivas no controle da hipertensdo. Sherman & Langley-Evans
(2000) observaram que o pré-tratamento com inibidores da enzima conversora de
angiotensina (Captopril) ou do antagonista do receptor AT; (Losartan) reverte
permanentemente o efeito do aumento da pressdo sanguinea decorrente da desnutri¢do
materna, demonstrando mais uma vez o potencial do SRA como uma das principais vias
que levam a hipertensao arterial nos modelos de programagao metabolica (Sherman &

Langley-Evans, 2000).

E importante frisar que todos os componentes do SRAA participam do
desenvolvimento renal e desempenham um importante papel na nefrogénese (Guron &
Friberg, 2000). Por que dessa forma e, nesta linha, diversos trabalhos vém associando os
efeitos da programacdo metabolica sobre o0 SRAA e consequentemente na génese da
hipertensdo. Estudos demonstram que a programagao metabolica diminui a expressao
dos componentes do SRAA durante o periodo da nefrogénese e que esta diminuigdo
associa-se com uma reducio no nimero de néfrons e hipertensao na vida adulta (Woods
& Rasch, 1998; Woods et al., 2001; Vehaskari et al, 2004). Além disso, outros estudos

sugerem uma interacdo entre glicocorticdides ¢ o SRA intra-renal, outra alteragdo
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observada na programagdo metabdlica que sera discutida a seguir e, que pode regular
negativamente o SRAA na vida fetal, levando a um aumento da pressdo sanguinea no
adulto como resultado de respostas adaptativas originais que se tornaram definitivas

(Celsi et al., 1998).

Outro efeito da programacdo metabdlica sobre o SRAA, ndo mais no periodo de
nefrogénese e sim na vida adulta, ¢ o desequilibrio na expressdo dos receptores de Ang
I1. E sugerido por recentes observagdes que animais expostos durante vida fetal a dietas
com baixa proteina, apresentam um aumento na expressdo do receptor ATj,
acompanhada da diminui¢do da expressdo do receptor AT, (Mc Mullen et al., 2003;
Sahajpal & Asthon, 2003), sem que at¢é o momento se soubesse quais seriam as
conseqiiéncias deste evento. Por sua vez, num outro interessante estudo, Bogdarina e
colaboradores (2007) mostraram um aumento da expressdo do receptor AT;b na
glandula adrenal de ratos que sofreram desnutricdo protéica durante a gravidez, esse
aumento que foi correlacionado com um menor grau de metilagdo da regido promotora
do gene, que levaria a um aumento na expressao do receptor. Esses autores propuseram
que o aumento do receptor levaria a uma resposta aumentada da Ang II sobre a glandula

adrenal, com conseqiiente aumento da liberacdo de aldosterona.

O aumento dos niveis circulantes de aldosterona impacta seu principal alvo que
sdo os receptores localizados nas células principais do tibulo contornado distal (Feraille
& Doucet, 2001). O resultado da ativagdo de vias acopladas a estes receptores, conduz a
trés conjuntos de respostas com tempos de estabelecimento diferentes. As rapidas
envolvem ativagio (mediada por cinases) dos transportadores de Na’ presentes na
membrana luminal; as intermediarias consistem principalmente no aumento do
enderegamento de transportadores de Na' (principalmente canais sensiveis a amiloride)

para a membrana luminal e de unidades de (Na'+K')ATPase para a membrana
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basolateral. Finalmente, as respostas lentas sdo aquelas que envolvem um aumento da
s x foe +, o+

transcri¢ao tanto de transportadores quanto de cépias de (Na +K')ATPase. Estes

processos distais, de maneira convergente, contribuiriam para a expansiao do fluido

extracelular e estabelecimento de um quadro de hipertensdo arterial.

Os efeitos vasoativos da Ang II, seus efeitos centrais (presoricos, na sede e no
apetite para Na' e na secre¢do de ADH) e no sistema nervoso autdnomo nio sero
abordados nesta, uma vez que o foco desta dissertacdo estard colimado para os efeitos
de Ang Il na Na"-ATPase do tubulo proximal, decorrentes da programagio metabélica e

seu possivel impacto na expansdo de volume e na génese de hipertensao arterial.

1.4.4. Glicocorticoides

No inicio dos anos 90, foi proposto que haveria uma rela¢ao entre o aumento da
exposicdo a glicocorticoides, nas janelas de desenvolvimento susceptiveis a
programagdo metabolica (Figura 6) e a hipertensdo arterial (Edwards et al., 1993).
Desde entdo, diversos trabalhos demonstram o papel da superexposi¢do do feto a
glicocorticdides maternos no disparo de eventos que programam a hipertensdo arterial
na vida adulta (Langley-Evans et al., 1996; Lindsay et al., 1996; Nyrienda et al., 1998).
Sob circunstincias normais o feto ¢ protegido do excesso de glicocorticoides pela
atividade placentaria da enzima 11B- hidroxesteroide desidrogenase do tipo 2 (11p-
HD?2), responsavel pela conversdao do cortisol a cortisona (forma inativa do hormdnio).
Entretanto, foi observado que durante a programacdo metabdlica por desnutricdo
protéica, os ratos apresentam uma baixa expressdo e atividade desta enzima, indicando
que esses ratos sdo super-expostos ao hormonio (Bertram et al., 2001). Além disso, o

tratamento com inibidores da sintese de glicocorticdides, de ratas que sofreram
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desnutri¢ao protéica durante a gravidez protege o feto da hipertensdo arterial observada

na vida adulta (Langley-Evans, 1997).

H4 mais de 30 anos foi estabelecido que os glicocorticoides sdo reguladores
potentes do crescimento ¢ desenvolvimento fetal (Rheinisch et al., 1978); porém
aumentam a pressio arterial por aumentar a retengdo de Na' e A4gua (efeito
mineralocorticoide) e por aumentar a sensibilidade dos vasos a hormonios
vasoconstritores, com destaque para a Ang II (Whorwood et al., 2001). Além disso, foi
demonstrado que ratos programados metabolicamente também apresentam um aumento
na expressao de receptores para glicocorticoides (Bertram et al., 2001). Recentes
estudos sugerem que esse aumento pode estar relacionado com o padrdo de metilagao
do DNA: observa-se que, no figado e hipocampo ocorre uma diminui¢do da metilagcdo
em ilhas CpG da regido promotora do gene que codifica para estes receptores, com
conseqiiente aumento da sua expressdao (Weaver et al., 2004). Em conjunto, esses dados
dao suporte a hipotese de que a o excesso de glicocorticoides em janelas criticas do
desenvolvimento, gerados pela programagdo metabolica, levam a o aumento da pressao

sanguinea na vida adulta.

1.4.5. Manipulacio renal de Na"

No que diz respeito a possiveis alteragdes na manipulagio renal de Na’
provocadas pela programagdo metabolica, hd poucos estudos. Dentre eles, pode ser
mencionado o que mostra associacdo da programacdo metabdlica pré-natal, por
administracdo de dexametasona, com menor peso corporal e renal, menor nimero de
néfrons, aumento da pressdo sanguinea, albumindria, diminuicdo da taxa de filtragdo

. . o~ ~ . ;e + 7 .
glomerular, diminui¢do da excrecdo urinaria de Na' e aumento do contetido tecidual de
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Na' (Celsi et al., 1998). De fato, a reducdo na excre¢io de Na' e a diminui¢do da taxa
de filtragdo glomerular sdo indicadores da retengdo de Na'. Adicionalmente, foi
observado que ratos com restricdo protéica materna durante a segunda metade da
gravidez apresentam menor peso no nascimento, desenvolvimento de hipertensdo
arterial em 8 semanas de idade e significativo aumento na expressido dos co-
transportadores de Na', o simporter Na™-Cl" (TSC) e o simporter Na'-K"-2CI" (BSC1)

(Manning et al., 2002).

Apesar de todos os estudos que permitiram propor o esquema de interagdes
resumidos na Figura 13, ainda ndo ¢ conhecido o efeito da programacdo metabolica
sobre os mecanismos celulares e moleculares da reabsor¢io renal de Na™ que poderiam
levar a hipertensdo arterial, uma vez que os estudos existentes ndo abordam o principal
local onde acontece este processo, o tubulo proximal, nem os principais transportadores
de Na“, a Na'-ATPase ¢ a (Na'+K")ATPase. A hipotese de que estes transportadores
poderiam ser afetados pela programacdo metabolica foi considerada para delinear os

objetivos desta dissertacao apresentados a seguir.
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2.  Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Investigar a existéncia de alteragdes moleculares e celulares nos transportadores
. . , . + , . . . . .
ativos primarios de Na' nos tubulos proximais renais de animais programados pela

desnutricao protéica durante a lactagdo.

2.2. Objetivos Especificos

1. Correlacionar parametros do crescimento corporal de ratos programados
metabolicamente com a evolucdo da massa renal e o estabelecimento de alteragdes

. . + .
nos transportadores proximais de Na no adulto jovem.

2. Investigar possiveis alteracdes na atividade destes transportadores e, no caso da
(Na™+K")ATPase, na sua expressio e localizagio na membrana basolateral de

tubulos proximais.

3. Investigar alteracdes em etapas no ciclo de catalise das ATPases transportadoras de

Na', visando localizar pontos especificos afetados pela programagdo metabolica.

4. Estudar possiveis alteracdes regulatorias associadas a Ang II, hormonio essencial

para homeostasia corporal de Na'.

5. Investigar a existéncia de alteracdes especificas nos receptores de Ang II (AT, e
AT3,), bem como a influéncia da programagao metabolica na formagao/dissociacao

de heterodimeros destes receptores.
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6. Estudar a influéncia nas proteinas G associadas a receptores AT;, visando obter
informagdes sobre um possivel efeito da programagao metabolica no acoplamento

de elementos de vias de sinalizacdo que tem como alvo as ATPases transportadoras

de Na'.

7. Procurar alteracdes na expressdo e na atividade de proteinas cinases C e A,

elementos das mesmas vias de sinalizagao.

8. Propor um modelo integrador que aponte para alteracdes induzidas pela programagao
metabolica resultante da desnutrigdo protéica e ajude a compreender — a0 menos

parcialmente — como estas modificacdes poderiam ser marcadores de doengas e

indicadores de risco cardiovascular na vida adulta.
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3. Metodologia

3.1. Reagentes

Os reagentes Ang II, ATP, furosemida, ouabaina, calfostina, Hepes, Tris, Bis-
Tris Propano, PMSF, inibidor de tripsina (tipo II-S), EDTA, histona H8, foram obtidos
da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). Todos os outros reagentes foram da mais alta
pureza. Os anticorpos contra os receptores AT, (rabbit-policlonal IgG), AT, (rabbit-
policlonal IgG) e Gqa (rabbit-policlonal IgG), foram adquiridos da Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). O anticorpo secundario anti-rabbit (NA934v5
BATCH 347890) foi adquirido da Amersham Biosciences (Buckinghamshire, UK).
Todas as solugdes foram feitas com agua deionizada, pelo Sistema Milli-Q de resinas
(Millipore Corp., Marlboroug, MA). O **Pi foi obtido do Instituto Brasileiro de Energia
e Pesquisas Nucleares (IPEN), Sao Paulo, Brasil. A membrana de nitrocelulose
(Hybond), o kit ECL™ e o Hiper Film foram comprados da Amersham Biosciences

(Buckinghamshire, UK).

3.2. Modelo animal

Para o acasalamento foram utilizado ratos da linhagem Wistar machos e fémeas com
3 a 4 meses de idade. Os animais foram mantidos sob condi¢des de temperatura
ambiental controlada (22 + 1 °C) e iluminagdo artificial controlada (fotoperiodo de 12
horas), com livre acesso a ra¢do e agua. O acasalamento foi realizado durante um
periodo de 10 dias de convivio na mesma gaiola, na propor¢do de 3 fémeas para 2
machos. Apos a fecundagdo, as fémeas foram separadas dos machos e colocadas em
gaiolas individuais, recebendo ragdo industrializada especifica para ratos ¢ agua ad

libitum durante todo o periodo de gestagdo. Para um melhor desenvolvimento



56

lactotrofico, apos o nascimento foram separados, aleatoriamente, 6 filhotes machos por
ninhada (Moura et al., 1997). Esses filhotes foram amamentados por maes lactantes
divididas em 2 grupos: 1) Grupo controle - maes que receberam dieta contendo 20% de
proteina (PTN) durante todo o periodo de lactagdo; 2) Grupo desnutrido 8% - maes que
receberam dieta contendo 8% de PTN durante todo o periodo de lactacdo (Figura 15).
Ambas as dietas, contendo 20 ou 8% de PTN (caseina) e confeccionadas em nosso
laboratorio, seguiram as recomendagdes da AIN-93 (Reeves et al., 1993) sendo as
mesmas diferenciadas apenas no conteido de proteinas e carboidratos, sendo
isocaloricas e compostas pela mesma quantidade de vitaminas e sais minerais (Tabela
3). Ao final da lactacdo, ao 21° dia apds o nascimento, os animais de cada grupo foram
separados da mae (desmame) dando origem aos 2 grupos experimentais, descritos a

seguir, que foram o objeto de estudo durante o desenvolvimento da presente dissertacao:

1) A prole controle: que foi amamentada por maes que se alimentaram com dieta

contendo 20% de PTN no periodo de lactagao.

2) A prole metabolicamente programada: que foi amamentada por maes que se

alimentaram com dieta contendo 8% de PTN no periodo de lactagdo.

Esses dois grupos, apds o desmame, foram mantidos em gaiolas separadas e todos
foram alimentados com dieta industrializada especifica para ratos (contendo quantidade
igual de PTN - 20%) ¢ agua ad libitum até o sacrificio (60° dia de vida) (Figura 15).
Todos os procedimentos envolvendo animais foram levados a cabo observando as
recomendagdes sobre experimentagdo com animais do National Institute of Health (n°
85-23). Os protocolos, assim como o projeto no qual esta dissertacdo encontra-se
inserida, foram aprovados pela Comissdo de Avaliagdo da Utilizagdo de Animais em

Pesquisa (CAUAP) do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho e do Centro de
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Tabela 3. Componentes das dietas

Ingredientes (g/kg) Grupo Controle | Grupo Desnutrido (8%)
Caseina 200,0 80,0
L-Cisteina 3,0 3,0
Amido 529,5 649,5
Sacarose 100,0 100,0
Oleo de soja1 70,0 70,0
Celulose 50,0 50,0
BHT’ 0,014 0,014
Mistura de minerais 35,0 35,0
Mistura de vitaminas 10,0 10,0
Bitartarato de colina 2,5 2,5

'Oleo de soja: ml/kg; “BHT: Tert-butylhydroquinona. Adaptado de Reeves et al., 1993.
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Figura 15. Modelo experimental. Os ratos utilizados para os experimentos provéem de
dois grupos: maes que se alimentaram de uma ragdo controle (20% de protéina) e
desnutrido (8% PTN), durante o periodo de lactagdo (0-21° dia apos nascimento). Apos
esse periodo a prole oriunda de ambos os grupos alimentou-se de ragdo industrializada
(Labina) contendo 20% de proteina, do vigésimo primeiro ao sexagésimo dia (dia do

sacrificio, para mais detalhes ver texto). Adaptado de Passos et al., 2000.
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Ciéncias da Saude da UFRIJ apos a instalagao deste ultimo.

3.3. Medida nao invasiva da pressao arterial

Aos 60 dias de vida a pressdo arterial foi medida pletismograficamente através
do método de “tail-cuff” usando o aparelho Letica LE 5000 (Barcelona, Espanha)
(Figura 16). Para essa determinacdo, os animais foram mantidos a 30-32 °C por 30 min
para que as pulsagdes na artéria caudal fossem detectaveis. A pressdo sanguinea e a
freqliéncia cardiaca foram aferidas de trés a cinco vezes, em trés dias diferentes e, a
partir destas determinagdes, foram utilizadas as médias dos valores das pressoes

sistolica, diastolica e média, além da freqiiéncia cardiaca.

3.4. Obtencdo de homogenato total e da fracio de membranas de

tubulos proximais de rins de rato

As preparagdes de homogenato total de cortex renal de rim e da fragdo de
membranas foram obtidas como descrito por Vieyra e colaboradores (1986), com
algumas modificagdes. Os rins foram retirados apds o sacrificio e imediatamente
colocados a 4 °C em solugdo isotonica tamponada contendo sacarose 250 mM, Hepes-
Tris 10 mM (pH 7,4), EDTA 2 mM e inibidor de tripsina (tipo II-S) 0,15 mg/ml. Ainda
banhados por esta solucdo, os rins foram dissecados e fatiados com um micrétomo
Stadie-Riggs de lucite com navalha de aco, para retirar apenas a por¢cao mais externa do
cortex (cortex-corticis), composta principalmente de tibulos proximais (> 95 % da
populagdo celular; Whittembury & Proverbio, 1970; Proverbio & Del Castillo, 1981).
Os cortes foram pesados (sem a solugdo), adicionando-se um volume da solugdo acima

equivalente a quatro vezes a massa dos cortes (1 g de tecido para 4 ml de solugao).
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Figura 16. Aparelho para medida nao invasiva da pressao arterial Letica LE 5000.
Os animais foram mantidos em uma camara aquecida com um “cuff” e um sensor preso
a cauda (B), os valores foram mensurados e registrados no aparelho (A). Retirado do

site do fornecedor: http://www.panlab.com
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As fatias dissecadas foram picadas e depois homogeneizadas usando um
homogeneizador de vidro e bastdo de teflon, separando uma aliquota do homogenato
para as medidas posteriores. A suspensdo foi entdo centrifugada a 1000 X g durante 15
min a 4 °C, numa centrifuga Sorvall RC-5B, empregando um rotor SS-34. Nesta
primeira centrifugagdo as células ndo rompidas na homogeneizacdo, os grandes
fragmentos de membrana e os nucleos sdo descartados apos a sua sedimentacdo. O
sobrenadante foi centrifugado a 15000 x g por 20 min nas mesmas condigdes anteriores,
para sedimentar as mitocondrias e os ribossomos. O sobrenadante, contendo fragmentos
de membranas e fragmentos de reticulo endoplasmatico, foi novamente centrifugado
numa ultracentrifuga Beckman L5-50B, utilizando um rotor tipo 70 Ti a 35000 X g por
45 min. Nesta centrifugacdo sedimentam as membranas luminal e basolateral, em parte
resseladas em vesiculas (~10 % do total; Boumendil-Podevin & Podevin, 1983). O
sedimento foi ressuspendido e homogeneizado suavemente em solugdo isotdnica de
sacarose 250 mM, dividido em tubos eppendorf e estocados a -20 °C. Apds terminada a
preparacao, a concentragao de proteina da fracdo de membranas ou do homogenato total
foi dosada através do método de Folin (Lowry et al., 1951), colocando SDS 2,5%

(peso/volume) para uma adequada solubilizag¢do das proteinas integrais das membranas.

3.5. Preparaciao do [y-32P]ATP

A sintese do [y->’P]JATP foi realizada como descrito por Maia e colaboradores
(1983). O procedimento consiste em promover a ligagio covalente do **Pi (ortofosfato
radioativo) ao ADP, formando [y-P]ATP. Para isso, sdo realizadas “in vitro” duas
reacOes da via glicolitica: a da oxidagdo do gliceraldeido-3-fosfato, com fosforilagao
concomitante por >’Pi no carbono 1 para formar o 1,3-difosfoglicerato ¢ a de

transferéncia da fosforila marcada deste ultimo composto para o ADP. As concentragdes
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dos reagentes e das enzimas envolvidas (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
fosfoglicerato cinase) foram escolhidas para garantir o deslocamento das reagdes (que

“in vitro” envolvem pequenas variagdes de AG®) no sentido favoravel a formag¢do do [y-

32p1ATP.

3.6. Atividade (Na"+K")ATPasica

A atividade (Na'+K")ATPasica foi determinada medindo colorimetricamente o
fosfato inorganico (Pi), resultante da hidrdlise do ATP (Taussky & Shorr, 1952). A
atividade foi calculada pela diferenga entre as determinagdes na auséncia e na presenca
de 2 mM de ouabaina (inibidor especifico da (Na™+K")ATPase). O meio de reacdo
continha (em mM): Bis-Tris-propano 50 (pH 7.4), EDTA 0,2, MgCl, 5, NaCl 120 e
proteina 0,1 mg/ml, exceto no experimento de afinidade por Na" e K™ (onde as
concentragdes de Na” e K variaram de forma inversa e complementar de 0 a 150 mM
(Figura 24). As membranas foram pré-incubadas neste meio a 37 °C por 10 min para,
no caso dos tubos contendo ouabaina, assegurar uma completa inativagdo da Na'+K -
ATPase. A reagdo de hidrélise foi iniciada pela adi¢do de uma mistura de ATP (5 mM
final) e KCI (24 mM final) e parada ap6s 10 min pela adicao de 1,5 volume de carvao
ativado em HCI 0,1 N. O carvao ativado foi lavado com HCI (0,1 N) até estar livre da

presenca de Pi contaminante.

3.7. Atividade Na'-ATPasica insensivel 2 ouabaina

A atividade da Na'-ATPase foi medida pela quantificagio do (**Pi) liberado
resultante da hidrolise do [y-“P]JATP, como descrito por Caruso-Neves e colaboradores

(2000). A atividade foi calculada pela diferenga entre as determinagdes na auséncia e na
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presenca de furosemide (inibidor da Na'-ATPase; 2 mM). O meio de reagdo continha
(em mM): Hepes-Tris 20 (pH 7,0), ouabaina 2, MgCl, 10, NaCl 120 e proteina 0,2
mg/ml. A reacdo foi iniciada pela adicdo de 5 mM de [y->*P]JATP (~1,7 x 10° cpm/nmol
de ATP) e parada apds 10 min com a adi¢do de carvao ativado em HCI 0,1 N. O 32pj
liberado foi medido empregando um contador de cintilagdo liquida Packard Tri-Carb

2100 TR.

A reacdo de atividade da Na'-ATPase na presenca de Ang II foi iniciada pela
adicdo de proteina, previamente incubada por 10 min com ouabaina. Com este
procedimento a Ang II ndo ¢é proteolisada pelas peptidases presentes tanto no

homogenato total quanto nas fracdes de membrana, antes do inicio da hidrdlise do ATP.

3.8. Atividade das proteinas cinases C e A

A atividade da PKC e PKA na fracdo de membranas foi medida pela
quantificacio da (*’P)fosforila y-terminal do [y-*PJATP incorporada a histona. A
reagdo foi iniciada pela adi¢do de 10 uM de [y->*P]JATP (~6,6 x 10’ cpm/nmol de ATP).
O meio de reagdo continha Hepes-Tris 20 mM (pH 7,0), MgCl, 4 mM, histona (H8) 1,5
mg/ml e proteina 0,7 mg/ml. A reacdo foi parada pela adi¢do de TCA 40%
(peso/volume), colocada em gelo e filtrada em filtro Millipore (0,45 um de didmetro de
poro). Os filtros foram lavados com 8 ml de solucdo gelada de TCA 20% (peso/volume)
e 9 ml de tampao fosfato 0,1 M (pH 7,0). A radioatividade incorporada a histona foi
medida através de cintilagdo liquida como no caso da hidrolise do [y-3 P]ATP. A
atividade das cinases foi calculada a partir da diferenca entre a reagdo na auséncia e na
presenga de seus inibidores: calfostina C 10 nM (inibidor das formas classicas e novel

das PKC) e peptideo (5-22) inibidor da PKA (PKA1) 10 nM.
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3.9. SDS-PAGE e imunodetecc¢ao

As proteinas presentes no homogenato total e na fracio de membranas foram
separadas mediante eletroforese em gel de poliacrilamida (10%) com SDS, transferidas
para uma membrana de nitrocelulose e incubadas com o anticorpo para a proteina de
interesse. Para a imunodetecgdo da (Na'+K")ATPase, dos receptores de Ang II, da
PKA, da proteina Gqa e das diferentes isoformas de PKC foram usadas dilui¢des de
1:500 (para os anticorpos primarios) e 1:2500 (para o secundario). O anticorpo primario
foi incubado com as membranas de nitrocelulose por 1 h, e essas lavadas com Tris 10
mM (pH 7,4) (TBS) 3 vezes por 5 min. Apds a lavagem das membranas, elas foram
incubada com o anticorpo secunddrio por 1 h. As proteinas e o padrdo de peso
molecular foram separados e transferidos para a membrana de nitrocelulose, corados
com vermelho de ponceau para controle de carregamento e determinagdo de peso

molecular, respectivamente.

3.10. Imunoprecipitacao

A imunoprecipitagdo foi utilizada para detectar os receptores AT; e AT,
presentes nas fracdes de membrana. Inicialmente, as fragdes de membranas (1 mg/ml de
proteina) foram incubadas em uma solu¢do contendo Chaps 0,01 % (volume/volume)
durante 30 min. Em paralelo, 35 pl da solugdo estoque de proteina A foram
centrifugados a 3300 x g por 1 min, em uma centrifuga de tubos eppendorf 5415R com
rotor F45-24-11 (todas as centrifugagdes da imunoprecipitacdo foram feitas nesta
centrifuga). O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 1 ml de
TBS e lavado 3 vezes com esta mesma solugdo. O anticorpo primario para AT, ou AT,
(7 pg) foi acrescentado a proteina A numa propor¢ao de 1:1 (PA:anticorpo), agitando

por 20 min, para depois adicionar 35 pl de uma solugdo contendo BSA (1 mg/ml) e
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Chaps (0,01 %). Esse procedimento evita que a proteina A/agarose se ligue a outras
proteinas de membrana além do anticorpo primario. Um volume de 10 pl desta solucao
contendo a proteina A bloqueada com anticorpo primdrio ¢ BSA foram adicionados a
fragio de membranas, agitando a 4 °C da noite para o dia. O meio foi centrifugado a
1000 % g a 4 °C em uma centrifuga de mesa refrigerada e o sobrenadante foi separado
do sedimento. No sobrenadante se encontra a fracio de membranas sem os receptores
AT; ou AT, (de acordo com o anticorpo primdrio usado) que precipitaram com o
complexo proteina A/agarose. O sobrenadante foi descartado e o sedimento
ressuspendido em 1 ml de TBS, centrifugado por 10 min a 16100 X g e, apds descartado
o sobrenadante, esse procedimento foi repetido trés vezes, sendo a terceira
centrifugacdo de apenas 4 min para permitir a forma¢do de um sedimento pouco
compactado. Apoés a adicdo de 40 ul de tampdo de amostra, as suspensdes eram
incubadas a 100 °C por 4 min para desligar a proteina A do anticorpo e do receptor e, a
seguir, centrifugadas a 16100 X g por 2 min a 4 °C na mesma centrifuga (para
sedimentar as particulas de proteina A/agarose), recolhendo finalmente 40 ul do
sobrenadante contendo o receptor e o anticorpo (que ndo interagem mais devido a
presenga do detergente no tampao de amostra). Apds esses procedimentos foi feita uma
eletroforese seguida de imunodetec¢do (como descrito anteriormente), aplicando 40 pl
no pogo do gel de poliacrilamida tanto do imunoprecipitado como do sobrenadante
(controle da eficiéncia da imunoprecipitagdo). Para a imunodetec¢dao dos heterodimeros
AT /AT, e AT,/ AT, foram utilizadas as mesmas propor¢des dos anticorpos citados
acima. Entretanto, o imunoprecipitado do receptor AT; foi incubado com o anticorpo

anti-AT, e o imunoprecipitado do receptor AT, foi incubado com o anticorpo anti-AT;.
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3.11. Analise Estatistica

Para analise dos dados foi utilizado o software Graphpad Prism® 4. Para analisar
duas médias, os resultados foram submetidos ao test-t de Student. Para a comparacao de
mais de duas médias os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA).
Quando era detectada diferenca entre as médias, foi utilizado o pds-teste de Tukey. A

significancia estabelecida para diferenca estatistica foi de p < 0,05.
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4. Resultados e Discussao

Diversos estudos tém demonstrado que a gestacdo e/ou lactagdo sdo periodos
criticos para o desenvolvimento e que a desnutricdo, atuando nessas fases, pode resultar
em alteracdes bioquimicas, celulares e moleculares que contribuem para o
estabelecimento de condig¢des para o surgimento de doengas cronicas na vida adulta. O
fendmeno descrito acima se denomina programacdo metabolica (Barker, 1993, 1994,
1997, 2002; Waterland & Garza, 1999). Durante varios anos o principal objetivo de
muitos autores foi analisar os efeitos da programacdo metabolica nos periodos de
gestacdo ou gestagdo e lactacdo (Barker, 1993, 1994, 1997, 2002; Waterland & Garza,
1999; Kumarasamy et al., 2005; Fowden et al., 2006; Fernandez-Twinn et al., 2006).
Entretanto, poucos estudos focaram na avaliacdo da desnutricdo somente durante o
periodo da lactacdo, visto que esse ¢ um periodo crucial de desenvolvimento para o
estabelecimento da programag¢do metabdlica em mamiferos.

No modelo experimental utilizado nesta dissertacdo, as ratas (maes) submetidas a
desnutricdo protéica durante o periodo de lactagdo, com o objetivo de programar
metabolicamente sua prole, apresentaram uma reducao estatisticamente significativa no
consumo alimentar a partir do 15° dia em relagao as ratas controle (31,3 £0,3 vs 37,9 £+
0,6 g; 29,9 £ 1,1 vs 43,8 £ 1,7 g; maes desnutridas e maes controle aos 15 e 21 dias,
respectivamente; p < 0,05) (Figura 17). Lisboa e colaboradores (2005) demonstraram
que ratas (maes) alimentadas com uma dieta de restricdo protéico-energética durante a
lactagdo apresentaram menor peso corporal e menor ingestdo alimentar até¢ o dia do
desmame de sua prole, corroborando nossos resultados. Nesse mesmo estudo
observaram-se também as concentracdes séricas de leptina e prolactina. A associagao
entre leptina e prolactina baseada na evolucdo de ambos os hormoénios durante a
gestagdo e a lactagdo de maes alimentadas de forma “normal” estd bem estabelecida

(Mukherjea et al., 1999). Esses dois hormoénios desempenham um importante papel
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Figura 17. Consumo alimentar das madies controle e desnutridas. O consumo
alimentar das ratas (maes) que ingeriram dieta controle (20% de PTN) ou hipoproteica
(8% de PTN) foi medido do 1° ao 21° dia de vida de seus filhotes — periodo de lactagdo
(n = 10 maes controle; n = 10 maes desnutridas). Os valores sdo expressos em média +
EPM. *: diferenca estatisticamente significativa de maes desnutridas em relacao a maes

controle (p < 0,05).
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no consumo alimentar e na evolugdo do peso corporal durante a fase de lactacao das
maes, com niveis de leptina sérica (hormoénio com acgdo anorexigena) diminuidos e
niveis de prolactina (hormdnio com agao orexigena) aumentados. Esse perfil hormonal
permite a reducdo da taxa metabdlica basal e o aumento do consumo alimentar das
lactantes favorecendo uma melhor lactogenese (Mukherjea et al., 1999). O que se
observou nas maes desnutridas foi um aumento de leptina e uma diminui¢ao de
prolactina séricas (Lisboa et al., 2005). Esta inversdo na concentragdo sérica dos
hormonios ¢ a que pode levar a um menor consumo alimentar, com conseqliente
diminui¢do do peso corporal por uma maior agao da leptina e concomitante diminui¢ao
da acao da prolactina. A diminuicao da lactogénese, com repercussao na alimentacao da

prole, seria o fator responsavel pela programacao metabolica desta durante a lactacao.

Apesar do modelo experimental utilizado na presente dissertacao ser diferente do
utilizado por Lisboa e colaboradores (2005), pode-se sugerir que o mesmo desequilibrio
hormonal entre leptina e prolactina observado por ela aconteca em nosso modelo,
levando a diminui¢cdo da ingestdo alimentar observada nas maes desnutridas durante a
lactagdo. Isso se deve ao fato de que apesar do modelo experimental utilizado nesta
dissertacdo consistir somente de restri¢ao protéica, uma concomitante reducdo caldrica
pode também acontecer. Esta hipotese se apoia nos resultados da Figura 17, onde se
observa que as ratas (maes) que sofreram desnutrigdo protéica apresentam uma redugao
significativa na ingestdo alimentar a partir do 15° dia e cada vez mais acentuada, em
relacdo ao controle, até o final da lactagdo. Assim, a diminui¢do do consumo alimentar
levou a uma restricdo energética, além de protéica, que se instalaria e continuaria ao

longo da segunda metade da lactacao.

Com relacdao aos filhotes, os ratos programados metabolicamente apresentaram
uma redugdo significativa do consumo alimentar em relagdo aos ratos controle (5,5 +

0,2 vs 8,2 + 0,2 g no 5° dia ap6s o desmame ¢ 20,4 + 0,2 vs 25,6 £ 0,3 g no dia do
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sacrificio; programados e controle respectivamente; p < 0,05) (Figura 18). A prole
programada também apresentou uma diminuicao significativa do peso corporal (71,6 +
2,8 vs 115,4 £ 2,7 g no dia do desmame e 276,6 £ 7,4 vs 337,2 + 5,9 g no dia do
sacrificio; programados e controle respectivamente; p < 0,05) (Figura 19). A trajetoria
completa da evolugdao ponderal dos filhotes a partir do desmame até o sacrificio pode

ser descrita pela equacao:
MC; = MCq + MCpuax (1 — €™ (Eq. 1) (Costa-silva et al., 2009)

onde MC = massa corporal no tempo “t” apds o desmame; MCy = massa corporal no dia
desmame; MC.x = massa corporal maxima no adulto jovem; k = constante de
velocidade de ganho de massa corporal em dias™; t = tempo em dias ap6s o desmame
foi utilizada para calcular os parametros de crescimento corporal que sdo apresentados
na Tabela 4. Nessa tabela pode-se observar que os ratos programados metabolicamente
apresentam uma diminui¢ao na constante de velocidade de ganho de massa corporal
(0,0204 + 0,0014 vs 0,0357 + 0,0034 dias™; programados e controle respectivamente; p
< 0,001), com aumento do tempo médio (T, calculado a partir da relagdo In 2/K) para
alcancar o valor assintdtico da massa corporal maxima quando comparados com grupo
controle (36,8 = 2,5 vs 20,7 £+ 1,4 dias, programados e controle respectivamente; p <
0,001). A diferenga nos valores de MC,,y, calculada empregando a fungao acima (494,0
+ 27,2 vs 438,2 £ 22.5 g, programados e controle respectivamente), ndo se mostrou
estatisticamente significativa (p > 0,05) quando o célculo se faz acompanhando a
evolucdo ponderal até a idade adulta. Este padrao de evolugdo ponderal difere daquele
recentemente observado em nosso laboratério — em colaboragdo com o Departamento
de Fisiologia da UFPE — com um modelo de desnutri¢do cronica, no qual os filhotes de
maes alimentadas normalmente durante a gesta¢do e a lactagdo sdo submetidos a uma

dieta multicarenciada (incluindo proteina a 8%) apos o desmame
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Figura 18. Consumo alimentar dos ratos controle e programados. O consumo
alimentar foi medido do 26° dia de vida (semana do desmame) ao 60° dia (sacrificio) (n
= 18 programados; n = 14 controles). Os valores sdo expressos em média = EPM. *:
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos programados € o controle. (p <

0,05).
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Figura 19. Massa corporal absoluta dos ratos controle e programados. O massa
corporal foi medida do 21° dia de vida (desmame) ao 60° dia (sacrificio) (n = 18
programados; n = 14 controles). Os valores sdo expressos em média + EPM. *:
diferencga estatisticamente significativa entre os grupos programados ¢ o controle. (p <

0,05).
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Tabela 4. Parametros da trajetoria de crescimento (ganho de massa corporal) em ratos

controle e programados.

Parametros Grupo Controle Grupo programado
MC4' 115,5+2.7 71,6 +2.8%
MCnax” 438,2 £22.5 4940 +27.2"

K’ 0,03575 +0,0034 0,0204 + 0,0014*
T, 20,7+ 1.4 36,8 £ 2.5%

! Massa corporal no desmame (dados experimentais em gramas, média + EPM);

*Valor assintotico da fungdo que descreve a evolugio da massa corporal apos o
desmame (média + EPM) obtidos empregando a Equacao 1;

* Constante do ganho de massa corporal (em dias™) obtida empregando a
Equacao 1;

*Metade do tempo necessério para alcancar o valor assintético da massa corporal
(em dias) calculado através da In 2/k;

*: P <0,001; N = Diferenca nio significativa em relag¢do ao controle.
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(Costa-Silva et al., 2009; anexo 1). A manuten¢do de uma massa corporal diminuida na
idade adulta nos ratos cronicamente desnutridos talvez seja devida ao fato do
crescimento ser completado precocemente (Costa-Silva et al., 2009). Embora as
alteragdes nos transportadores renais de Na' — incluindo a resposta a Ang I — nos
filhotes adultos cronicamente desnutridos e nos filhotes programados durante a lactagao
possam ser comparaveis, as origens destas alteragdes parecem ser diferentes. No
presente trabalho, elas resultam de programacao ocorrida numa etapa precoce e chave
do crescimento, enquanto que, no modelo empregado por Costa-Silva e colaboradores,
as alteragdes parecem resultar de um insulto metabolico que persiste e se extende até a

vida adulta.

Essa redugdo na massa corporal da prole nas etapas iniciais de vida € uma classica
caracteristica observada nos diferentes modelos de programagdo metabolica por
desnutrigdo protéica (Vicente et al., 2004; Moura et al., 2008) que podem levar, em
longo prazo, a diferentes alteracdes em diferentes sistemas, orgaos e tecidos com
alteragdes hormonais variadas, complexas e correlacionadas. Em relagao a propor¢ao
entre massa corporal e consumo alimentar, o presente estudo revela uma diferenca
significativa entre os ratos programados e os ratos controle que persistiu ao longo do
periodo de analise (0,04 + 0,01 vs 0,11 £ 0,05 no dia do desmame; 0,05 + 0,003 vs 0,08
+ 0,002 no 60° dia, Programado e controle respectivamente) (Figura 20), mostrando que
os ratos programados comem inicialmente menos nao porque sao menores, € Sim porque
foram programados para se alimentarem desta forma. E esta programagado pode envolver
aumento nas concentragdes plasmaticas de leptina, uma vez que, mesmo com massa
corporal diminuida, as maes desnutridas submetidas a desnutricdo protéica durante a
lactagdao apresentam gordura visceral preservada e, portanto, um maior percentual de

gordura corporal (Lisboa et al., 2005).
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Figura 20. Razdo do consumo alimentar pela massa corporal dos ratos controle e
programados. A relacdo foi calculada dividindo o consumo alimentar médio pela
massa corporal de cada rato durante as semanas de vida do desmame ao sacrificio (n =
18 programados; n = 14 controles). Os valores sdo expressos em média + EPM. *:
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos programados e o controle (P <

0,05).
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Com relagdo a leptina nas fases iniciais da vida, alguns trabalhos demonstram

que a prole programada metabolicamente por desnutri¢ao protéica na lactagdo exibe um
aumento na concentra¢do do horménio até o desmame (Teixeira et al., 2002; Vicente et
al., 2004; Moura et al., 2008). Sugere-se que a hiperleptinemia da prole até o desmame,
deve-se ao fato de que as maes lactantes apresentam um aumento na concentragao sérica
de leptina (Lisboa et al., 2005) e a mesma ¢ transferida para sua prole através do leite
(Xésus et al., 1997) agindo possivelmente como um modulador metabdlico, sinalizando
o status nutricional materno para os filhotes, levando a uma diminui¢do na ingestao
alimentar e peso corporal nas fases iniciais da vida (Vicente et al., 2004; Lisboa et al.,
2005). Como consequéncia da superexposi¢do a leptina na fase lactacional, ratos
programados desenvolvem resisténcia hipotalamica ao hormoénio na vida adulta (150
dias) (Passos et al., 2004), permitindo-lhes ndo apenas alcancar uma massa corporal
comparavel a da prole normal (Tabela 4) como possivelmente transitar para a obesidade

(Ahima et al., 1996; Shingal et al., 2002).

No presente estudo, o sobrepeso projetado para os ratos programados no ambito
de validade da fung¢dao empregada (que descreve o crescimento até a idade adulta, Tabela
4) pode ser indicativo de uma tendéncia que podera se acentuar em idades tardias, como
observado em estudos epidemioldgicos em desnutricdo humana (Shingal et al., 2002) e
em modelos experimentais de programagdo metabolica (Cravo et al., 2002). A
obesidade, com frequéncia, coexiste com alteragdes hormonais que podem alcangar o
eixo renina/angiotensina, uma vez que uma clara correlagdo entre obesidade e
hipertensao essencial tornou-se evidente na ultima década (para uma visao global ver
Diaz, 2002), tendo como um dos mecanismos associados o aumento da reatividade
vasoconstritora & Ang II (Stepp et al., 2007), horménio que também aumenta no tecido

renal na obesidade (Hall et al., 2001). Este ponto sera retomado posteriormente ao
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apresentar e discutir os resultados da resposta alterada a Ang II por parte da Na'-

ATPase de tabulos proximais.

A diminuicdo da massa corporal, aos 60 dias, dos ratos programados teve
repercussao na massa renal. A massa renal apresentou uma diminuicado significativa —
embora pequena 16-18% — nos ratos programados quando comparados com os controles
(2,4 +£0,05vs 2,9 £0,07 g; programados e controle respectivamente, p < 0,001) (Figura
21), acompanhando a diminui¢do que se observou na massa corporal total no dia do
sacrificio. A propor¢do entre massa renal total e massa corporal (Indice Renal), ndo
mostrou diferenca significativa entre os grupos (6,9 += 0,08 mg/g vs 7,2 £ 0,1 mg/g p >
0.05, para ratos programados e controle, respectivamente) (Figura 22), indicando que a
desnutricdo materna afetou as trajetdrias de crescimento corporal e renal de maneira
semelhante, como visto em outros modelos de programagdao metabdlica (Sahajpal &
Ashton, 2005; Hoppe et al., 2007) e também na desnutrigdo cronica (Costa-Silva et al.,
2009). Todavia, em nivel tissular e celular, rins menores em animais desnutridos em
diferentes momentos do crescimento, mesmo que acompanhando o tamanho corporal,
pode apresentar importantes alteragdes morfofuncionais como diminui¢ao no nimero de
néfrons — mais acentuada que a reducao da massa tissular — , hipertrofia glomerular,
diminui¢do do ritmo de filtracao glomerular e até incipiente glomeruloesclerose (Paixao
et al., 2001; Nejad et al., 2006). Em recente trabalho (Costa-Silva et al., 2009)
mostramos que alteracdes funcionais “escondidas” atrds de uma aparente normalidade
funcional — e¢ de um Indice Renal preservado —, podem constituir as primeiras
manifestagdes de disfuncao renal tardia em estdgios posteriores do desenvolvimento.
Ainda, esta equivaléncia em massa pode ndao implicar, em nivel molecular, em
preservacao da atividade especifica de importantes sistemas de transporte transtubular
de ions ou de enzimas-chave em redes sinalizadoras que participam da regulagdo de

eventos de transporte transepitelial.
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Figura 21. Peso renal dos ratos controle e programados. O peso renal dos ratos foi
medido no 60° dia de vida (sacrificio) (n = 18 programados; n = 14 controles). Os
valores sdo expressos em média = EPM. *: diferenca estatisticamente significativa entre

os grupos programados e o controle (p < 0,05).
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Figura 22. indice renal dos ratos controle e programados. A razio entre o peso renal
e a massa corporal dos ratos (indice renal) foi calculada dividindo o peso renal umido
pela massa corporal no 60° dia (sacrificio) (n = 18 programados; n = 14 controles). Os
valores sdo expressos por média £ EPM. *: diferenga estatisticamente significativa entre

os grupos programados € o controle (p < 0,05).



80
Alteragdes renais podem mudar em diferentes momentos da vida juvenil de ratos
programados e afetar de maneira diferente, transportadores diversos, receptores

hormonais e enzimas de redes de sinalizagdo (Vieira-Filho et al., 2009; anexo 2).

Esta visdao de que em rins menores de maneira proporcional a massa corporal
podem ser encontradas alteracdes significativas em transportadores tubulares ¢
reforgada inicialmente pelos resultados que mostram profundas alteracdes no
comportamento da principal maquinaria molecular responsavel pela reabsorcao em
massa do Na' filtrado nos glomérulos, a (Na'+K")ATPase (Figuras 23-25). Estes
primeiros experimentos foram delineados para investigar, ao mesmo tempo, (i)
possiveis alteracdes na capacidade maxima de transporte ativo de Na' acoplado a K*
(medindo a hidrolise de ATP que sustenta energeticamente esse transporte), (ii)
afinidade aparente para Na' e (iii) afinidade aparente para K', variando as
concentragdes destes ions de forma inversa e complementar, de maneira a manter
constante a sua concentracao total em torno de 150 mM, aproximadamente igual a soma
com proporgdes variaveis dos dois ions, encontrada nos diferentes compartimentos
liquidos de tecidos de mamiferos (Pitts, 1968). As Figuras 23 e 24 mostram um
aumento em torno de 35-40% na atividade (Na'+K")ATPasica maxima do grupo
programado em relacdo ao controle, medida nas combinacdes de concentragdes 70 mM
Na'/ 80 mM K'; 100 mM Na"/ 50 mM K'; 120 mM Na'/ 30 mM K'; 140 mM Na™ /
10 mM K'; 145 mM Na'/ 5 mM K'; 148 mM Na'/ 2 mM K. Este aumento, no
entanto, ndo é acompanhado de mudangas de afinidade aparente para Na', que ¢é
semelhante nos dois grupos (Na'os ~ 35 mM) e proxima & concentragdo intracelular de
Na" medida em tabulos proximais com diferentes métodos (Kleinzeller & Janeck, 1962;
Kumar et al., 1986). Em contraste, a medida da afinidade aparente para K (Figura 25)

. . + ~
revela um acentuado aumento nos animais programados (K s <2 mM) em relacdo ao
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Figura 23. Medida da atividade (Na™+K')ATPasica na fracio de membrana
basolateral de tibulos proximais dos ratos controle e programados. As atividades
foram medidas como descrito na Metodologia. As concentragdes de Na' e K variaram
de forma inversa e complementar, mantendo a sua soma em 150 mM. Os valores sdo
expressos em nmol Pi x mg”' x min" (média + EPM) (n = 5 programados; n = 6
controles). *: diferenga estatisticamente significativa entre os grupos programados € o

controle (P < 0,05).
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Figura 24. Ativacdo da (Na™+K")ATPasica por concentracées crescentes de Na™ e
afinidade aparente por Na'. Os valores da atividade (controle e programado)
mostrados na Figura 23 foram regraficados em fungdo das concentragdes de Na" entre 0
(contaminante) e 140 mM. A fungdo que melhor se ajustou aos pontos experimentais (1
= 0,993 para controle; r* = 0,994 para o grupo desn. 8%) ¢ a seguinte: v =V, + {(Viax X
[Na]")/(Nags" + [Na]")}. Os valores dos pardmetros cinéticos calculados (Vo, Vi,
Na'os e nna) sido apresentados na Tabela 5 cuja legenda indica o significado de cada

parametro. *: diferenca estatisticamente significativa entre os grupos programado e o

controle (P < 0,05).
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Figura 25. Ativacdo da (Na™+K")ATPasica por concentracdes crescentes de K' e
afinidade aparente para K'. Os valores de atividade (controle e programado)
mostrados na Figura 23 foram regraficados em funcio das concentragdes de K entre 0
(contaminante) ¢ 50 mM. O rapido aumento da atividade ja& com a primeira
concentragdo de K’ ensaiada até o momento de (2 mM), ndo permite calcular
acuradamente Ko 5. Apesar das primeiras tentativas de ajuste indicarem uma hipérbole
retangular (macaeliana) como sendo a fun¢do mais adequada, as curvas ajustadas aos
pontos experimentais foram tragadas a mao. Os valores dos parametros cinéticos
estimados (Viax € K+o,5) sdo apresentados na Tabela 5. *: diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos programados e o controle (P < 0,05).
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controle (K™ o5 # 5 mM) que exibe a afinidade usual para os sitios de ligagdo de K"
voltados para o meio extracelular (Tabela 5). Estes tltimos resultados mostram que, ao
contrario do que ocorre nos ratos controle, a programacao afeta os filhotes de maes
desnutridas na etapa do ciclo em que o K" acelera a quebra do intermediério fosforilado
durante o ciclo de catalise (Figura 11), de modo tal que a (Na'+K")ATPase ja se
encontra maximamente ativada em concentragdes normais de K' plasmatico. Esta
ativacao pode ser o resultado de varios mecanismos que, inclusive poderiam interagir de
modo redundante e ndo excludente em nivel da propria molécula de ATPase, em nivel
do seu entorno lipidico, em nivel de expressdo da ATPase e em nivel do seu

enderecamento para a membrana basolateral.

Niveis de expressdo modificados e alteragdes nas propriedades cataliticas
poderiam estar associados para induzir as alteragcdes mostradas nas Figuras 22-25 para
os animais programados. McDonough e colaboradores (1988) mostraram que
hormoénios tireoideanos regulam de maneira diferencial a expressdo das diferentes
subunidades da (Na'+K")ATPase, estimulando a expressdo da subunidade o (nas suas
diferentes isoformas) em tecido muscular cardiaco (al) e esquelético (al) e da
subunidade B em tecido renal. Esta observa¢do poderia explicar o extraordindrio
aumento da afinidade aparente por K (Figuras 23 e 25), uma vez que esta subunidade —
de funcdes desconhecidas por varios anos — parece desempenhar um papel fundamental
na modulagio da afinidade da ATPase para K (Jaisser et al., 1994) e, acelerando desta
forma a etapa da defosforilacdo (Figura 11), contribuir para o aumento observado na
velocidade de hidrdlise (Figuras 23-25). O aumento dos niveis plasmaticos do hormonio
tireoideano observados na programacao metabolica por desnutri¢ao protéica na lactacao,
persistentes ao longo da vida do animal adulto jovem (Vicente et al., 2004; Moura et al.,
2008), poderiam constituir uma das bases hormonais para o aumento da atividade da

(Na"+K")ATPase de tibulos proximais.
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Tabela 5. Parametros cinéticos da ativagio da (Na'+K)ATPase por Na' e K" nos

grupos controle e programado.

Parametros Grupo Controle Grupo Programado
Vinax, Na 270,3' 402,4'

Na'o;s 26,22 35,47

NNa 3.4° 2.4°

Vo, Na 34,5% 35,4°

Vinax, K 296,7° 412°

K'os ~ 45 <’

Vo k 13,0° 8,8

' Vinax obtida da curva de ativagio por Na” (Figura 24) em nmol Pi x mg™' x min™,
ajustada aos pontos experimentais empregando a equagao descrita na legenda da
Figura 24;

? Concentragio de Na™ (mM) necessaria para atingir Vina./2 na curva de ativagio
por Na" (Figura 24), calculada empregando a equagio descrita na legenda da
Figura 24;

3 Coeficiente de Hill calculado empregando a equacio descrita na legenda da
Figura 24;

*Velocidade na auséncia de Na* (contaminante) em nmol Pi x mg™' x min™, obtida
da curva de ativagio por Na' (legenda da Figura 24);

3 Voax Obtida a partir dos valores experimentais de atividade (em nmol Pi x mg'1 X
min™") nas concentracdes 10, 20 ¢ 30 mM de K* (Figuras 23 e 25);

% Concentragio de K™ (mM) necessaria para atingir Vym.y/2 na curva de ativagdo
por K" no grupo controle (Figura 25), estimada a partir da curva tracada a mio;

7O rapido aumento da atividade, aproximando-se da satura¢io com 2 mM de K
(Figura 25), nao permite calcular qualquer valor abaixo desta concentracao;

¥ Valores experimentais (em nmol Pi x mg” x min™) de atividade sem K
adicionado (Figura 23).
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Mudangas na afinidade para outro substrato da (Na'+K")ATPase, o ATP, foram
também induzidas por hormoénios tireoideanos (Katyare et al., 2007). Merece destaque o
fato de que o aumento observado na velocidade de hidrélise no componente regulatorio
de baixa afinidade da curva de ATP, encontra-se associado a uma diminui¢ao dos niveis
de colesterol na membrana dos microssomas obtidos a partir de tecido renal que — ao
aumentar a fluidez da bicamada lipidica — favoreceria os movimentos espaciais dos
dominios funcionais da ATPase que ocorrem durante a catalise (Figura 11) e que
aceleram a catalise. O componente regulatorio de baixa afinidade, que estimula a quebra
do intermediario fosforilado formado durante o ciclo da catalise, desaparece quando a

tiredide é removida ¢ é recuperado com a substituigdo hormonal (Katyare et al., 2007).

A Figura 26 mostra um ensaio de atividade (Na'+K")ATP4asica em homogenato
total e na preparagido de membranas, realizado em concentragdes saturantes de Na" e K
para evitar interferéncias de efeitos de afinidade, para avaliar o possivel estimulo da
migracao de copias da bomba do citosol, apos a sua sintese, para seu endereco na
membrana basolateral. Em ambas as preparagdes a atividade da (Na'+K")ATPase foi
significativamente maior no grupo programado do que no controle (81,0 £ 9,3 vs 52,5 £+
5,0 nmol Pi x mg'1 x min" no homogenato; 418 + 31,4 vs 200,0 + 41,0 nmol Pi x mg'l X
min”' na fracdo enriquecida de membranas basolaterais). Todavia, o aumento na fragdo
de membrana (= 100%) foi maior do que no homogenato (= 60%) o que levou a postular
que haveria um aumento na expressao e no transito das subunidades da ATPase para a
membrana basolateral, um fendmeno que também ocorre na presenga de niveis
aumentados de hormonios tircoideanos (Katyare et al., 2007). Esta hipdtese foi
corroborada com o0s experimentos que mostraram que essa diferenca, de

aproximadamente 40%, ¢ semelhante ao aumento encontrado (= 35%) nos experimentos

de imunodetec¢ao da subunidade o1 — a isoforma constitutiva em tibulos renais
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Figura 26. Medida da atividade (Na'+K")ATPasica no homogenato total e na
fracdo de membrana basolateral de tubulos proximais dos ratos controle e
programados. As atividades foram medidas como descrito na Metodologia. Os valores
sdo expressos em nmol Pi x mg”' x min™ (média + EPM) (n = 8 programados; n = 6
controles) *: diferenca estatisticamente significativa entre os grupos programados € 0

controle (P < 0,05).
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(McDonough et al., 1988) — nas membranas basolaterais (Figura 27). A presenga de um
ntiimero aumentado de copias da (Na'+K")ATPase na membrana basolateral, junto com
um aumento da afinidade para K' (e o consequente aumento do niimero de recimbio da
enzima), seriam responsaveis por um aumento significativo, em torno de 50% da
capacidade de transporte de Na'. Este aumento da capacidade de transporte de Na' (e
concomitantemente de dgua) em rins pequenos poderia ser vista como capaz de criar
uma vantagem competitiva para contribuir ao crescimento da massa corporal total (75-
80% composta por agua) e de componentes estruturais como, por exemplo, proteinas.
Em condi¢des de restrigdo protéica, um aumento na capacidade de co-transportar os
aminoacidos e a glicose (co-transporte dependente de Na' através da membrana
luminal; Figura 9) poderia também conferir uma vantagem adaptativa, muito embora a
reabsorcao proximal de aminoacidos e glicose seja sempre completa (Ullrich, 1979). Se
este “imprinting”, estabelecido durante da programagdao por desnutricdo protéica
maternal durante a lactagdo, se mantiver durante a vida adulta, poderd levar a respostas
renais e cardiovasculares alteradas e prejudiciais (Costa-Silva et al., 2009), como
mostrado em diversos estudos epidemioldgicos que associam programagdo por
desnutrigdo e doengas cardiovasculares e renais (Rich-Edwards et al., 1997; Forsen et

al., 1999; Langley-Evans et al., 1999).

Como mencionado na Introducdo, a Na'-ATPase insensivel a ouabaina ¢é
considerada a maquinaria molecular responsavel pelo ajuste fino da reabsor¢ao
proximal de Na" (Proverbio et al., 1989; Caruso-Neves et al., 1997; Caruso-Neves et al.,
1999; Rangel et al., 1999; Rangel et al., 2002; Bettowski et al., 2007). A Figura 28
mostra as determinagdes da atividade desta “segunda bomba de Na™ (Whittembury &
Proverbio, 1970) no homogenato total e na fracdo enriquecida de membranas

basolaterais de tibulos proximais, visando evidenciar possiveis mudangas resultantes
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Figura 27. Imunodeteccio da subunidade al da (Na™+K')ATPase na fracio de
membranas basolateral de tibulos proximais de ratos controle e programados. A
imunodeteccdo foi realizada como descrito na Metodologia. A: imunodetec¢do
representativa da subunidade catalitica al em ~ 100 kDa. B: O grafico mostra a
representacdo quantitativa das densitometrias da imunodetec¢do da subunidade o da
(Na'+K")ATPase de tubulos de ratos programados, expressos como fracio de
imunodeteccao em ratos controle (n = 6 para cada grupo) normalizados pelo conteudo
protéico total corado pelo vermelho de Ponceau. Os valores sdo expressos em média +
EPM, calculados tomando como 100% o valor densitométrico do controle analisado
simultanecamente. *: diferenca estatisticamente significativa entre o0s grupos

programados e o controle (P < 0,05).
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Figura 28. Medida da atividade Na'-ATPasica no homogenato total e na fracio de
membrana basolateral de tibulos proximais dos ratos controle e programados. As
atividades foram medidas como descrito na Metodologia nos grupos experimentais e
nas preparagdes indicadas na abscissa. Os valores sdo expressos em nmol Pi x mg™ x
min' (média + EPM) (n = 12 programados; n = 10 controles). *: diferenca

estatisticamente significativa entre os grupos programados e o controle (P < 0,05).
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da programagdo. No homogenato total de tecido hd um aumento da atividade Na'-
ATPasica no grupo de animais programados que, embora pequeno, ¢ estatisticamente
significativo (57,0 = 1,9 vs 50,3 + 1,9 nmol Pi x mg" x min™; programado e controle
respectivamente, p < 0,05). Todavia, o aumento mais marcante — de mais de 100% — se
observa na fragdo de membranas (168,0 = 16,8 vs 80,3 £ 2,1 nmol Pi x mg'1 X min’';
programado e controle respectivamente, p < 0,001). O fato da atividade nas membranas
em relacdo ao homogenato estar aumentada trés vezes nos animais programados € em
torno de 60% nos controle, sugere que, no primeiro grupo, estd aumentado o niimero de
copias da ATPase transferidas para a membrana. A sua sintese parece estar ligeiramente
aumentada uma vez que hd também um aumento na atividade medida no homogenato.
Por ndo existirem ainda anticorpos para a imunodetec¢do da Na'-ATPase, nio foi
possivel estimar eventuais diferengas na transladagdo desta ATPase desde os sitios

citosolicos de sintese para a membrana basolateral.

Assim como no caso da (Na'+K")ATPase, um aumento juvenil da atividade
especifica da Na'-ATPase poderia conferir uma vantagem adaptativa durante o
crescimento de animais com rins de tamanho diminuido. E, do mesmo modo,
constituindo a base de alteracdes tardias nos processos de transporte transepitelial que
poderiam ser ainda mais relevantes do que aquelas associadas a (Na'+K " )ATPase. Isto
em fungdo do proposto papel na modulagdo fina da reabsor¢io proximal de Na'
desempenhado por esta ATPase (Proverbio et al., 1989; Caruso-Neves et al., 1997,
Caruso-Neves et al., 1999; Rangel et al., 1999; Rangel et al., 2002; Beltowski et al.,
2007). Recentemente (Bettowski et al., 2007) foi mostrada a potencial associagdo desta
ATPase com o estabelecimento de quadros de hipertensdo e obesidade — associados a
hiperleptinemia — o que poderia estar também ocorrendo na idade tardia dos ratos
programados durante a lactacdo, especialmente em condigdes de resisténcia central a

leptina quando se chega a vida adulta (Vicente et al., 2004; Moura et al., 2008). O elo
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entre a hiperleptinemia cronica ¢ o aumento na atividade da Na+-ATPase parece ser a
formagdo de espécies reativas de oxigénio (Beltowski et al., 2007), como também
ocorre em casos de hipdxia placentaria (Borrego-Diaz et al., 2008). A convergéncia de
programacao metabolica por desnutricdo protéica maternal, estresse oxidativo
placentario e aumento da atividade Na'-ATPasica no desmame foi recentemente
demonstrada em nossos laboratorios (UFRJ e UFPE) (Vieira-Filho et al., 2009),
confirmando a hipotese de que, em diferentes momentos € modelos de programagao por
desnutri¢do protéica, alteragdes da Na'-ATPase e — consequentemente — no ajuste fino
da reabsor¢do proximal de Na' poderiam constituir o “imprinting” comum que,
perdurando na vida adulta contribuiria para a instalagdo de quadros associados ao

inadequado manejo de sal.

A Ang II, como descrito na Introdug¢dao ¢ um dos mais importantes moduladores
da Na'-ATPase. A hipotese de trabalho foi a de que o aumento da atividade da Na'-
ATPase na membrana basolateral poderia também resultar de hiperatividade nas
respostas regulatorias a Ang II, provocadas pela programagao causada pela desnutricao
protéica durante a lactagdo e que, em fungio disto, a atividade da Na'-ATPase ndo mais
responderia frente a concentragdes crescentes de Ang Il como ocorre com a enzima de
rins de animais normais (Rangel et al., 2005). Como na membrana basolateral das
células dos tabulos proximais se encontra toda a maquinaria molecular de sinalizagao
associada a regulacdo desta ATPase por Ang II (Rangel et al., 2005), o que nio ocorre
para a (Na'+K")ATPase, que requer a participagdo de componentes citosélicos (Aperia
et al., 1994), os seguintes experimentos foram delineados para abordar a idéia de que o
aumento da atividade Na'-ATP4sica poderia resultar de uma resposta anormal & Ang II
estabelecida em decorréncia da programacao. A Figura 29 mostra que, a diferenga entre
as atividades entre o grupo programado ¢ o grupo controle, observada na auséncia de

Ang I1, desaparece na presenca de Ang Il. E isto, confirmando a hipdtese acima, ocorre



93

I
60 - —O— Controle
—A— Programado
S
X
%7 {\I
S £
o X
& a w# §
S © 30; { # #
< c
H T T T 12 T T T T T T
Angll,M O 10 10 10°

Figura 29. Modulacio da atividade Na'-ATPasica da fracio de membranas
basolateral de tubulos proximais por Ang II nos ratos controle e programados. A
atividade Na'-ATP4sica foi medida como descrito na Metodologia, na auséncia ou na
presenca das concentragdes de Ang II indicadas na abscissa. Os valores sdo expressos
por média £ EPM (n = 5 para ambos os grupos experimentais). *: diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos programados e o controle (P < 0,05). #:
diferenca estatisticamente significativa entre os valores de atividade com angiotensina
em relacdo a atividade controle sem angiotensina (p < 0,05). Nao se observaram

diferengas entre os dois grupos na presenca de concentracdes crescentes de Ang II.
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tanto naquelas concentragdes semelhantes as encontradas na circulagdo quanto na
presenca de aquelas mais altas, encontradas no fluido tubular (Braam et al., 1993) que
banha a membrana basolateral onde se localiza a Na'-ATPase. Enquanto os ratos
controle respondem a uma concentragio de 10 M de Ang IT com um aumento de cerca
de 40% na atividade Na'-ATPasica (de 26,4 + 2,1 para 36,6 + 1,5 nmol Pi x mg'1 X min’
1, os ratos programados mantém sem modificagdes a sua elevada atividade inicial (sem
Ang II) de 44,4 + 3,8 nmol Pi x mg™ x min™ (portanto 70% acima do controle), em toda
a faixa de concentracdes de Ang II ensaiadas. A perda da resposta regulatoria frente a
Ang II confirma a hipotese de que a programacao induz um estado constitucionalmente

ativado como se fosse resultante da agao deste hormonio.

As Figuras 30 e 31 mostram que, aos 60 dias, o nivel de expressao de receptores
de Ang Il na membrana basolateral se encontra alterado nos filhotes desnutridos. Pode
ser observado um aumento de = 40% nos niveis de expressao de receptores AT; (Figura
30) e uma diminui¢do da mesma ordem nos receptores AT, (Figura 31). A alteragdo em
espelho, provocada pela programagdo por desnutri¢do protéica maternal nos niveis de
receptores AT; e AT, na membrana basolateral da prole, poderia decorrer de uma
resposta adaptativa no eixo renina/angiotensina, frente a diminui¢do que a desnutri¢do
perinatal poderia provocar na sintese de renina e nos niveis tissulares renais de Ang II.
Woods e colaboradores (Woods et al., 2001) demonstraram a diminui¢do de mRNA
para renina — sem alteracdes na atividade da enzima conversora ou nos niveis de
angiotensinogénio — em filhotes recém nascidos de maes desnutridas e este poderia ser
também o caso na desnutri¢ao perinatal. Muito embora deva ser admitido que niveis de
mRNA nem sempre possam ser correlacionados com niveis de expressao protéica e que
os modelos de desnutrigdo maternal durante a gestagdo e na lactagdo podem exercer
influéncias diferenciadas na prole (Fowden et al., 2006), o aumento de receptores AT

poderia ser visto como uma resposta compensatoéria frente aos reduzidos niveis
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Figura 30. Imunoprecipitacio seguida de Western blotting dos receptores AT
presente na fracido de membrana basolateral de tubulos proximais de ratos
controle e programados. A imunoprecipitagdo dos receptores AT, foi realizada como
descrito na Metodologia. A: imunodeteccdo representativa de receptores AT;. B: o
grafico mostra a representacao quantitativa das densitometrias das imunoprecipitagdes
de receptores AT; de tubulos de ratos programados, expressos como fracdo da
imunodeteccdo em ratos controle (em ambos os casos normalizados pelo conteudo
protéico total corado pelo vermelho de Ponceau). Os valores sdo expressos em média +
EPM (n = 4 para ambos os grupos experimentais). *: diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos programados e o controle (P < 0,05).
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Figura 31. Imunoprecipitacio seguida de Western blotting dos receptores AT,
presentes na fracio de membranas basolateral de tibulos proximais de ratos
controle e programados. A imunoprecipitagdo dos receptores AT, foi realizada como
descrito na Metodologia. A: imunodetec¢ao representativa de receptores AT,. B: o
grafico mostra a representagdo quantitativa das densitometrias das imunoprecipitagdes
de receptores AT, de tubulos de ratos programados, expressos como fracdo de
imunodeteccdo em ratos controle (em ambos os casos normalizados pelo conteudo
protéico total corado pelo vermelho de Ponceau). Os valores sdo expressos por média +
EPM (n = 4 para ambos o0s grupos experimentais). *: diferenga estatisticamente

significativa entre os grupos programados e o controle (P < 0,05).
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tissulares de Ang Il ou um resultado direto e pouco especifico da deficiéncia nutricional
durante a gestacdo nos receptores fetais (Sahajpal & Ashton, 2003). Todavia, a
simultanea diminui¢ao de receptores AT, (Figura 31) é compativel com a idéia de uma
resposta adaptativa a baixos niveis de renina e angiotensinogénio que seria compensada
com uma hiperatividade do sistema renina/angiotensina, via aumento de receptores AT,
com depressao associada de receptores AT,. A evolugao destas modificagdes no sistema
renina/angiotensina parece ser complexa e ndo completamente desvendada nos diversos
modelos de desnutricdo, j& que a desnutricdo protéica cronica aumenta todos os
componentes do sistema, incluindo angiotensinogénio e enzima conversora (Sahajpal &
Ashton, 2003, 2005). Contudo, a importancia desta hiperatividade do sistema
renina/angiotensina juvenil na programacao de hipertensdo no adulto — qualquer que
seja 0 seu mecanismo subjacente — parece estar bem clara. A administragdo, entre a
segunda e quarta semana de idade, de losartan (Sherman & Langley-Evans, 2000), um
antagonista de receptor AT;, ou de captopril (Sherman & Langley-Evans, 2000), um
inibidor da enzima conversora de angiotensina, diminuem o estabelecimento de

hipertensao a longo prazo em ratos com desnutri¢ao protéica.

Além da sua alteragdo quantitativa, alteracdes nos mecanismos de resposta e,
portanto, na ativagao/desativacdo de redes de sinalizacdo acopladas a estes receptores
poderiam estar também presentes. Recentes observacdes chamam a atencdo para a
ocorréncia de alteragdes epigenéticas que poderiam estar associadas a programagao
(para revisoes recentes ver Nuyt & Szyf, 2008 e Patel et al., 2009). Dentre os fatores
epigenéticos que poderiam influenciar a transcrigdo gé€nica e o desenvolvimento
parecem se destacar a metilagdo de moléculas de DNA e acetilagdo/desacetilagao de
histonas (Gluckman & Hanson, 2008; Park et al., 2008). Como estes processos ocorrem
no utero e na lactagdo a metilagdo de DNA se torna um bom candidato para mediar

distarbios por interferéncia ambiental (como a desnutri¢do), oferecendo assim um
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mecanismo potencial para a programagdo. Num trabalho recente, Bogdarina e
colaboradores (Bogdarina et al., 2007) mostraram que a expressdo de receptores ATy
na glandula adrenal de fetos de rato programados por desnutrigdo materna, esta
aumentada na primeira semana de vida em associacdo com hipometilacdo do promotor
do gene que codifica para o receptor AT, o que pode ser associado a resposta
hiperativa da glandula adrenal fetal frente a Ang II observada na desnutricdo materna
(McMullen et al., 2004). Esta altera¢do, provavelmente provocada pela insuficiéncia
alimentar de doadores de grupos metila (Burns et al., 1997), poderia também estar
presente no tecido renal, explicando assim o aumento da expressao de receptores AT,
no grupo programado (Figura 30). E uma resposta alterada da Na'-ATPase, como a
mostrada na Figura 29, poderia ser o correlato que, a nivel deste transportador ativo de
Na', alteracdes epigenéticas poderiam também acontecer, programando assim para
alteragdes no manejo renal de sal que, guardando a memoria da programacao,

provocariam hipertensao na vida adulta.

A desnutrigdo perinatal seria capaz de provocar também alteragdes na rota de
sinalizagdo existente entre os receptores de Ang II na membrana basolateral e a Na'-
ATPase inserida na vizinhanga? Os experimentos que serdo apresentados e discutidos a
seguir forma delineados para abordar esta pergunta. As Figuras 32 e 33 mostram o
imunosinal da proteina G, isoforma Gq — associada aos receptores de Ang II na
membrana basolateral de tabulos proximais — obtido com o emprego do anticorpo
especifico que reconhece a subunidade o da proteina Gq. Para detectar a proteina Gq
ligada unicamente aos receptores AT, estes foram primeiro imunoprecipitados com o
mesmo anticorpo utilizado nos experimentos da Figura 30 para depois imunoensaiar o
sedimento utilizando anticorpo anti-proteina Gq. A despeito do aumento de

aproximadamente 40% na expressao de receptores AT, encontrado nos experimentos da
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Figura 32. Imunodeteccio da proteina Gqa em fracio de membranas basolateral
de tubulos proximais de ratos controle e programados apds imunoprecipitacio do
receptor AT;. O receptor AT; foi inicialmente imunoprecipitado como descrito na
Metodologia e em seguida foi realizado o ensaio de Western blotting para a detec¢do da
subunidade o da proteina Gq. O grafico mostra a representagdo quantitativa das
densitometrias da imunodetec¢do da subunidade a da proteina de tubulos proximais de
ratos programados, expressos como fracdo de imunodetecgdo em ratos controle
normalizados pelo contetdo protéico total corado pelo vermelho de Ponceau (n = 2 para
ambos os grupos experimentais; Os valores experimentais encontram-se representados

pelos circulos inseridos na barra do grupo programado).
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Figura 33. Imunodetec¢io da proteina Gq em fracio de membranas basolateral de
tubulos proximais de ratos controle e programados ap6s a imunuprecipitacio do
receptor AT,. O receptor AT, foi inicialmente imunoprecipitado como descrito na
Metodologia e em seguida foi realizado o ensaio de Western blotting para a deteccdo da
subunidade o da proteina Gq. O grafico mostra a representagdo quantitativa das
densitometrias da imunodetec¢do da subunidade a da proteina de tubulos proximais de
ratos programados, expressos como fracdo de imunodetecgdo em ratos controle
normalizados pelo contetdo protéico total corado pelo vermelho de Ponceau (n = 2 para
ambos os grupos experimentais; Os valores experimentais encontram-se representados

pelos circulos inseridos na barra do grupo programado).
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Figura 30, observa-se uma diminuicdo de aproximadamente 30-40% na quantidade de
proteina Gq nos ratos programados em relacdo aos controles (Figura 32). Estes
resultados indicam que, nos ratos desnutridos, aproximadamente 50% dos receptores
AT, se encontram depletados de sua proteina Gq. E interessante destacar que esta
diminui¢do também ¢ detectada no mesmo grupo, na mesma proporcao (=35%) em
relagdo ao controle, quando a imunoprecipitagdo se ensaia com anticorpo anti-receptor
AT, e a imunodetec¢do ¢ efetuada com anticorpo anti-protéina Gq (Figura 33). Como
ndo existem evidencias de acoplamento de proteinas Gq a receptores AT,, esta
diminui¢do provavelmente reflete o decréscimo acima observado de proteina Gq
acoplada a receptores AT;, que foram co-precipitados na forma de heterodimeros com
receptores AT, ao utilizar o anticorpo contra estes ultimos. Recentemente, nosso
laboratorio mostrou (Axelband et al., 2009) que heterodimeros sdo formados e
dissociados na membrana basolateral de tibulos proximais em resposta a flutuagdes nos
niveis de Ang II. A Figura 34 apresenta experimentos de imunoprecipitacio com
anticorpo anti-receptor AT, (e imunodetec¢do com anticorpo anti-receptor AT,; painel
A) e de imunoprecipitacdo com anticorpo anti-receptor AT, (seguida de imunoensaio do
sedimento com anticorpo anti-receptor AT;; painel B). A Figura 34A mostra um
aumento de heterodimeros AT;/AT,, resultante da imunoprecipitacdo inicial com
anticorpos anti-receptor AT}, na mesma propor¢ao (=35%) que o aumento primario de
receptores AT, na membrana dos ratos desnutridos (Figura 30). Por sua vez, a Figura
34B mostra uma diminui¢do de heterodimeros AT;/AT,, apds imunoprecipitagdo com
anticorpo anti-receptor AT,, também semelhante a diminuicao observada na membrana
(=30%; Figura 31). Estes resultados, em conjunto, sdo fortemente indicativos de que a
programagdo por desnutricdo perinatal ndo afetaria a formacdo de heterodimeros de
receptores de Ang Il na membrana basolateral. Como a dimerizag¢ao/dissociagdo parece

responder a flutuagdes nos niveis de Ang II (Axelband et al., 2009) a falta de resposta
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Figura 34. Imunodeteccdo de heterodimeros AT;/AT, e AT,/AT, em fracao de
membranas basolateral de tubulos proximais de ratos controle e programados. A e B:
mostram imunodetec¢do representativa dos heterodimeros AT/AT, e AT /AT,
respectivamente. C ¢ D: Os graficos mostram o resultado da imunoprecipitagio com
anticorpos anti-receptor AT, seguida de imunoensaio do sedimento com anticorpo anti-
receptor AT, e da imunoprecipitacio com anticorpos anti-receptor AT,, seguida de
imunoensaio do sedimento com anticorpo anti-receptor AT, respectivamente. Os
graficos mostram a representagdo quantitativa das densitometrias da imunodetecgao,
expressos como fracao de imunodeteccao em ratos controle normalizados pelo conteudo
protéico total corado com o vermelho de Ponceau. Os valores sdo expressos por média +
EPM, depois de transformados em valores percentuais (n = 4 para ambos 0s grupos
experimentais). *: diferenca estatisticamente significativa entre os grupos programados

e o controle (P <0,05).
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da Na™-ATPase numa faixa ampla de concentracdes de Ang II entre 10" ¢ 10° M
(Figura 29) poderia resultar da existéncia de receptores dimerizados estaticos,
igualmente nao responsivos a Ang II, provavelmente como resultado da deplecao de
proteina Gq dos receptores AT, e, consequentemente, das vias de sinalizacdo que se

continuam a partir dela.

No rim, as agoes fisioldgicas mais conhecidas da Ang II sdo aquelas mediadas
pelo receptor AT; acoplado a proteina Gq, num complexo processo onde diferentes
evidencias experimentais (De Gasparo et al., 2000; Dinh et al., 2001; Féraille &
Doucet, 2001) indicam haver ativagdo de uma fosfolipase C (PLC), hidrélise de
fosfatidil inositol-bis-fosfato (PIP,) da membrana plasmética em inositol trifosfato (IP3)
e diacilglicerol (DAG), e que culmina simultaneamente com aumento dos niveis de Ca*"
intracelular e ativacao de uma PKC. Essa sucessao de eventos foi observada de maneira
clara durante a ativagio da Na'-ATPase de membrana basolateral de tubulos proximais
por Ang II (Rangel et al., 2005) e, dependendo das condigdes de ensaio, também na
modulagdo da (Na'+K")ATPase (para uma revisio especifica sobre sua regulagio ver
Therien & Blostein, 2000). As PKCs parecem desempenhar um papel-chave, nao
apenas como elementos intermedidrios de uma via isolada que conduz desde os
receptores de Ang II até seus alvos finais (no caso de nosso interesse as ATPases
transportadoras de Na'), mas também na encruzilhadas de vias que se entrelagam para
provocar efeitos opostos (Therien & Blostein, 2000; Féraille & Doucet, 2001). Por este
motivo, elas foram escolhidas nesta dissertacdo para investigar a influéncia da
programacao metabolica nas redes de sinalizacdo celular que associam receptores de
Ang II as duas ATPases estudadas. Como a modulagio da Na'-ATPase de tibulos
proximais por Ang II via PLC e PKC conta com a maquinaria sinalizadora completa na
membrana basolateral isolada de tubulos renais (Rangel et al., 2005), enquanto a

regulacdo da (Na™+K")ATPase depende criticamente de elementos citosolicos (Aperia
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et al., 1994; Theriem & Blostein, 2000), a discussdo dos dados obtidos que serdo

apresentados a seguir, estara especialmente focada na primeira.

A Figura 35 mostra ensaios tipicos da imunodeteccdo de isoformas
representativas dos trés diferentes tipos de PKCs e a quantificacdo destes diferentes
ensaios empregando diferentes preparagdes de membrana. Empregando os anticorpos
especificos foi investigado o efeito da programacgao sobre as isoformas alfa (PKC a,
representativa das PKCs cléssicas), epsilon (PKC g, representativa das novéis,
independentes de Ca’") e as atipicas zeta e lambda (PKCs { e A). Observa-se que a
quantidade das PKCs a, € e A imunodetectada na membrana basolateral de tabulos
proximais nos ratos programados ¢ significativamente menor do que nos ratos controle
(19%, 13% e 16%, respectivamente; Fig. 35 A, B, C) ndo havendo diferenga quando se
analisa a isoforma . A Figura 36 mostra a atividade de PKC sensivel a calfostina C
(atributo das PKCs classicas e novéis) onde pode ser observada uma acentuada
diminui¢do na atividade cindsica nos ratos programados em relacdo ao controle (0,3 +
0,3 vs 2,0 £ 0,3 pmol P-esterificado por mg de histona em 1 min, respectivamente).
Estes resultados, diminuicao da expressdo e decréscimo ainda maior da atividade deste
conjunto de PKCs, junto com a deplecdo de proteina Gq dos receptores AT, (Figura
32), podem explicar a falta de resposta da Na'-ATPase dos ratos programados a
concentragdes crescentes de Ang II (Figura 29). Havendo este desacoplamento evidente
entre receptores AT, e pelo menos dois elementos chave da rede de sinalizacdo a eles
vinculada, qual seria a causa do aumento constitutivo e consolidado (em torno de 100%)

da atividade Na"-ATPasica no adulto jovem (Figura 28).

Quatro hipdteses — ndo excludentes — podem ser formuladas. A primeira € a de
, . . . . . . . .. +
que, apds o primeiro “imprinting” que levou ao aumento constitutivo da atividade Na -

ATPasica, provavelmente mudancgas epigenéticas que levaram a hiperexpressao de
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Figura 35. Diferentes isoformas da proteina cinase C em tubulos proximais renais.
As isoformas alfa (painel A), epsilon (painel B), lambda (painel C) e zeta (painel D) da
PKC foram imunodetectadas no na fracdo de membranas basolaterais de tubulos
proximais dos ratos programados e controle. Os graficos mostram a representacao
quantitativa das densitometrias das imunodetec¢des das diferentes isoformas de PKC
ratos programados, expressos como fracdo de imunodeteccdo em ratos controle
normalizados pelo contetido protéico total corado com o vermelho de Ponceau. Os
valores sdo expressos por média = EPM, depois de transformados em valores
percentuais (n = 6 para ambos os gupos experimentais). *: diferenca estatisticamente

significativa entre os grupos programados e o controle (P < 0,05).
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Figura 36. Atividade da PKC sensivel a calfostina C. A atividade da PKC foi medida
na fracdo de membranas de tubulos proximais e calculada como descrito na
Metodologia. Os valores sao mostrados como média + EPM (n = 6 para ambos os
grupos experimentais). *: diferenga estatisticamente significativa entre os grupos

programados e o controle (P < 0,05).
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receptores AT;, uma resposta contra-regulatoria poderia ter sido gradativamente
instalada em funcdo de um progressivo e sustentado decréscimo da concentragao
citosolica de Na' nas células do tiibulo proximal. Variagdes de Na" intracelular, numa
faixa muito estreita de concentracdes, parecem desempenhar um papel crucial na
regulagio do transporte mediado pela (Na'+K")ATPase por uma diversidade de
mecanismos que vao desde a sintese de unidades de transporte até uma influéncia na
atividade, na composicdo e na localizagdo de receptores, enzimas e co-fatores
associados a regula¢ao por fosforilagdo/defosforilagao (Efendiev et al., 2003). Este
poderia ser também o caso em relagio a Na'-ATPase com o Na' intracelular
influenciando os componentes membranares da rede de sinalizagdo através de mudancas
sutis de potencial elétrico transmembrana (parcialmente dependentes de Na') (Therien
& Blostein, 2000) ou através dos sensores de Na' (Cann, 2007) encontrados na
superficie interna de células de procariotes e postulados para diferentes regides do

néfron (Sealey et al., 1988).

A segunda hipoétese seria a de que a diminuig¢@o dos receptores AT, estabelecida
também durante a lactagdo e preservada ao longo da vida fazendo parte da memoria da
programacgdo (Figura 31), poderia haver induzido um cambio permanente nas
propriedades cataliticas e regulatorias da Na'-ATPase. Muito embora a rede de
sinalizagdo acoplada a receptores AT, ndo tenha sido desvendada, ha evidéncias de que
seus efeitos seriam mediados por uma complexa rede que envolve ONS/6xido nitrico
(Hakam & Hussain, 2006), PLA, (Haithcock et al., 1999), ceramida (Berry et al., 2001),
inativagdo de MAPKSs e ativagdo de tirosino-fosfatases (Dinh et al., 2001) ¢ a ativagdo
de PKG e PKA que poderiam inibir a Na"-ATPase via uma proteina Gi, € G,
respectivamente (Lara et al., 2006). A atenuacdo de respostas contra-balanceadoras
mediadas pelos receptores AT,, através da diminui¢ao da formagao de 6xido nitrico, da

alteracdo do estado de fosforilacdo/defosforilagdo de residuos regulatorios especificos
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da ATPase e, especialmente, pela atenuacdo do sinal regulatorio a nivel de Gij,
detectado por Lara e colaboradores (Lara et al., 2006), poderia ter deixado, durante as
etapas finais de maturacdo renal durante a lactagio marcas permanentes na Na'-ATPase
que condicionaram e fixaram sua catdlise num patamar de velocidade mais elevado.
Deve ser mencionado que estes fatores foram implicados na regulagdo da
(Na"™+K")ATPase renal (Aperia et al., 1994; Ewart & Klip, 1995; Therien & Blostein,
2000; Féraille & Doucet, 2001; Efendiev et al., 2003) podendo igualmente, através dos
mesmos mecanismos, modular a Na'-ATPase via receptores AT, e, de maneira global, o

transporte transepitelial de Na'.

A terceira hipdtese teria como base alteragdes estruturais no entorno lipidico da
Na"-ATPase que é o mesmo da (Na'+K")ATPase. Se a resposta da Na'-ATPase frente a
modifica¢des provocadas pela desnutricdo durante a lactagdo no entorno lipidico que a
envolve, fosse semelhante — em termos de aceleragdo do recambio — aqueles
recentemente observados ou postulados também para a (Na'+K")ATPase (Katyare et
al., 2007), ela poderia também persistir na idade adulta exibindo uma atividade
constitutiva elevada como a mostrada na Figuras 28 e, a0 mesmo tempo, ndo responsiva

a Ang II (Figura 29).

A quarta e ultima hipdtese baseia-se em resultados da presente dissertacio.
Como descrito na introdugdo, a PKA residente na membrana plasmatica também
poderia estar envolvida na rede de sinalizag@o celular que estaria modulando a atividade
das ATPases transportadoras de Na'. A Figura 37 mostra a atividade da PKA na
membrana basolateral de tubulos proximais, onde foi observada uma acentuada
diminui¢do da atividade desta cinase nos ratos programados quando comparados ao
controle. Desta forma, como sugerido para PKC, a diminui¢do da atividade da PKA

poderia estar também relacionada a um menor nimero de copias desta cinase na
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Figura 37. Atividade da PKA sensivel a PKAi. A atividade da PKA foi medida na
fragdo de membranas de tubulos proximais e calculada como descrito na Metodologia (n

= 2 para ambos 0s grupos experimentais).
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membrana basolateral. Na Figura 38 observa-se que esta hipotese € plausivel, uma vez
que hd uma diminuicdo significativa de 22% de PKAs nos ratos programados em
relagdo aos controles. A partir desses resultados, diminui¢do na expressao e atividade da
PKA, pode-se sugerir que o aumento (mais de 100%) observado na atividade Na'-
ATPasica dos ratos programados metabolicamente pode estar relacionado com a

possivel “falta” dos sistemas contra-reguladores acoplados ao receptor AT,.

O aumento observado na expressao e atividade (Na'+K")ATPasica (figura 26) e
o aumento da atividade da Na'-ATPasica (figura 28) nos ratos programados, poderia
culminar em uma maior reabsor¢do Na' no tibulo proximal, levando a uma expansao do
liquido extracelular com consequente aumento da pressao arterial. Entretanto, como se
pode observar na Figura 39, ndo houve diferenca significativa dos ratos programados
em relacdo aos controles na pressao arterial sistolica (133 = 3,7 mmHg vs 129 + 6,0
mmHg), diastolica (106 = 4,0 mmHg vs 98 + 6,0 mmHg) ¢ média (115 £ 4,0 mmHg vs

107 £ 6,0 mmHg; programado e controle, nos trés casos).

Os trabalhos que mostram hipertensdo em animais programados foram
realizados com animais adultos (90, 120 dias de vida). Dessa forma, as alteragdes
precoces (aos 60 dias de vida) detectadas nos transportadores de Na' dos ratos
programados metabolicamente (Figura 26 e 28), poderiam ser as alteragcdes moleculares
que conduziriam esses animais a hipertensao arterial em idades posteriores (90, 120 dias
de vida) e, portanto, possiveis marcadores de doenga na vida adulta. Contudo, apesar de
ndo apresentarem alteracdo na pressao arterial, podemos observar na Figura 40 que nos
ratos programados ja se observa, aos 60 dias de vida, um aumento estatisticamente
significativo da freqiiéncia cardiaca (378 + 10,3 bpm Vs 422 + 9,0 bpm; programados e

controle).

Este ultimo resultado indica fortemente o estabelecimento de um quadro de
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Figura 38. Imunodeteccio da PKA em tubulos proximais renais. A PKA foi
imunodetectada na fragdo de membranas basolaterais de tiibulos proximais dos ratos
programados e controle. A: mostrada imunodeteccdo representativa da PKA. B: O
grafico mostra a representacdo quantitativa das densitometrias das imunodetec¢des das
diferentes isoformas de PKA ratos programados, expressos como fracdo de
imunodeteccdo em ratos controle normalizados pelo conteido protéico total corados
pelo vermelho de Pomceau. Os valores sdo expressos por média + EPM, depois de
transformados em valores percentuais (n = 4 para ambos 0s grupos experimentais). *:

diferenca estatisticamente significativa entre os grupos programados e o controle (P <
0,05).
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Figura 39. Efeito da programacio metabolica na pressao arterial de ratos controle
e programados. A pressdo arterial sistolica, diastdlica e média foi aferida no 60° dia de
vida (sacrificio), como descrito na Metodologia. Os resultados estdo expressos em

mmHg (média + EPM) (n = 6 para ambos os grupos experimentais).
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Figura 40. Efeito da programac¢ao metabdlica na freqiiéncia cardiaca dos ratos
controle e programados. A freqiiéncia cardiaca (FC) foi aferida no 60° dia de vida
(sacrificio), como descrito na Metodologia. Os resultados estdo expressos como
batimentos por min (bpm) (média + EPM) (n = 6 para ambos os grupos experimentais).
*: diferenca estatisticamente significativa entre os grupos programados e o controle (P <

0,05).
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hiperatividade simpatica, hipdtese que se apdia nas observagdes de Monteiro e
colaboradores (2001) empregando uma dieta deficiente em proteinas como a utilizada
em diferentes regides do Nordeste do Brasil. No caso da desnutricao cronica, apos o
desmame, ha um aumento precoce (14 semanas de vida) da pressao arterial (Costa-silva
et al., 2009; ver trabalho 1 anexo), dando suporte a idéia de que um aumento da
atividade simpatica (levando a uma hipertensao sistolica tardia) poderia constituir um
denominador comum na desnutricdo protéica, associada ou ndo a outras caréncias
(Silva, 2008). Com esta alteragdo neuro-hormonal e com as alteracdes cinéticas e
regulatérias dos transportadores renais de Na' descrita nessa dissertagio estariam
estabelecidas as marcas da desnutricdo protéica, durante a lactagdo, capazes de
programar para o estabelecimento de quadros de expansao de volumes e hipertensdo
arterial. Avaliar como se encadeiam esses processos, constituird um dos objetivos de

minha tese de Doutorado.

5. Conclusoes

1) A desnutrigdo materna durante a lactagdo programa alteragdes no consumo
alimentar, na trajetoria de crescimento corporal e desenvolvimento renal de sua

. +
prole, e que repercutem nos transportadores ativos de Na aumentando a sua

atividade.

2) Em relacdo a (Na'+K")ATPase, a programacio, através de uma influencia dual, (i)
estimula a expressao e (ii) acelera um dos passos lentos da catalise (a defosforilagdo
dependente de K"), levando a um aumento de mais de 100% na atividade da bomba.

Além disso, niveis plasmaticos aumentados do hormdnio tireoideano observados na
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programacao metabolica por desnutricdo proté€ica na lactagdo, poderiam constituir
uma das bases hormonais para o aumento da atividade e expressdo da

(Na™+K")ATPase de tibulos proximais renais.

Em relacdo a Na'-ATPase, a falta de resposta a Ang II, na presenca de uma
expressdo aumentada de receptores AT;, revela um passado de hiperatividade
compensada pelo desacoplamento da via de sinalizacdo que persiste no rato adulto

jovem (diminui¢do de proteina Gqa ¢ PKC).

O acentuado aumento (também mais de 100%) na atividade Na'-ATPasica, na
auséncia de Ang II, poderia ocorrer em decorréncia da programagdo através das

quatro hipoteses apresentadas na discussao da presente dissertagao,

As alteracdes na expressdo, na catalise e na regulacdo dos transportadores
proximais de Na' constituem alteragdes precoces no manuseio renal de Na',
escondidas por tras de pressdo arterial ainda preservada no rato adulto jovem (60
dias de vida), que programariam, junto com a hiperatividade simpdtica para o
estabelecimento progressivo de quadros de hipertensdo em periodos posteriores de

vida.
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Summary

1)

Intrauterine malnutrition has been linked to the development of adult
cardiovascular and renal diseases, which are related to altered Na* balance.
Here we investigated whether maternal malnutrition increases placental
oxidative stress with subsequent impact on renal ATP-dependent Na*
transporters in the offspring.

Maternal malnutrition was induced in rats during pregnancy by using a basic
regional diet available in Northeastern Brazil. Placental oxidative stress was
evaluated by measuring thiobarbituric acid-reactive substances, which were
35-40% higher in malnourished dams (MalIN). Na* pumps were evaluated in
control and prenatally malnourished rats (25 and 90 days old).
(Na*+K")ATPase activity was identical in both groups at 25 days (~150 nmol
Pixmg ™' xmin™); it increased 40% with growth in control rats but remained
constant in pups from MalN.

In contrast, in juvenile rats, the ouabain-insensitive Na*-ATPase was higher
in MalN than in controls (70 vs 25 nmol Pixmg™'xmin™). Nevertheless, it did
not accompany kidney and body growth: at 90 days it was 50% lower in MalN
than in controls. The maximal stimulation of the Na*-ATPase by angiotensin |
was 35% lower in MalN than in control rats and was attained only with a
much higher concentration of the peptide (10™'° M) than in controls (107" M).
Protein kinase C activity, which mediates the effects of angiotensin Il on Na’-
ATPase, reached one third of the normal value.

These results indicate that the placental oxidative stress may contribute to
fetal undernutrition, which leads to later disturbances in Na* pumps from

proximal tubule cells.

Key-words: undernutrition, fetal development, (Na*+K")ATPase, ouabain-insensitive
Na'-ATPase



Introduction

Intrauterine malnutrition has been linked to growth retardation and increased
risk of developing cardiovascular'?, renal® and metabolic diseases* in adult life.
Increased maternal oxidative stress, specifically in the plasma and erythrocytes, has
been seen in adverse conditions, such as diabetes’. It has been hypothesized that
oxidative stress, through increase of thromboxane and decrease of nitric oxide
levels, influences the placenta-fetus relationship®’ compromising fetal nutrition.
Furthermore, oxidative stress may impair the structure and function of cellular
proteins involved in regulating signal transduction pathways and gene expressiong.
Recently, Proverbio and coworkers showed that placental hypoxia led to increased
formation of reactive oxygen species, which can affect active ion transporters®.
Kidneys of offspring from malnourished rat mothers also show elevated production of
reactive oxygen species'® and, in addition, they can develop oligonephroenia’""?,
increased renin activity”, increased angiotensin Il AT receptor expression15 and up-
regulation of Na* transporters16. All these alterations may induce a positive Na*
balance and lead to hypertension and its consequences in adult life 2.

Even though the final control of renal Na* reabsorption does not occur in the
proximal tubule, there is evidence of increased proximal tubule sodium reabsorption
in hypertensive subjects'’ and also in spontaneously hypertensive rats'®. In the
basolateral membranes of tubule cells, (Na*+K")ATPase is the molecular machinery
that couples energy derived from ATP hydrolysis to bulk active Na* fluxes across the
epithelium19. A second Na* pump, the ouabain-insensitive Na*-ATPase, has been

2022 gand it is strongly

associated with the fine tuning of proximal Na* reabsorption
stimulated by administration of a superoxide-generating mixture®'. This second Na*
pump is regulated by a complex membrane-bound signaling cascade in which the
renin-angiotensin system (RAS) and protein kinase C (PKC) play a crucial role?>%,
This kinase is also considered an important biological sensor of oxidative stress in
different tissues®>%*.

The aim of this study was threefold: (i) to investigate whether maternal
malnutrition increases placental oxidative stress, (ii) to investigate whether possible
changes in the formation of reactive oxygen species at a placental level are

accompanied by changes in (Na*+K")ATPase, Na*-ATPase and PKC activities in



the proximal tubule cells of offspring, (iii) to evaluate whether maternal undernutrion

affects the response of the Na*-ATPase to angiotensin Il (Ang Il).

Materials and methods

Ethical considerations

All experimental procedures involving the animals were approved by the
Committee for Ethics in Animal Experimentation of the Federal Universities of
Pernambuco and Rio de Janeiro, and they were carried out in accordance with the

Committee’s guidelines.

Experimental animals

Female Wistar rats weighing 200-250 g were randomly mated and the
presence of spermatozoids in their vaginal plugs designated the first day of
gestation. Dams were given standard pellet chow (control group, n = 10), or a
deficient diet that mimics that one widely used in Northeast Brazil (prenatally
malnourished group, MalN group, n = 11), throughout mating and pregnancy. In
some dams in each group (Control, n = 6; MalN, n = 7) gestation was interrupted at
the 20™ day to evaluate placental and hepatic oxidative stress. Fetal body weight
and kidney weight were recorded and the dams were killed under anesthesia by
lesion of the diaphragm. Four dams of each group (Control and MalN) carried to term
and at the day of birth, each litter was culled to 8 pups and the males were weighed
(13 in Control and 16 in MalN). Therefore the further studies represent programming
of 4 dams. At 25 days of age, the male offspring were weaned on standard diet. To
study Na* transporters, they were sacrificed by cervical rupture at 25 days (Control,
n =5; MalN, n = 4) or 90 days (Control, n = 8; MaIN, n = 12).

Diet

Malnutrition was induced through a deficient diet as previously described ',
The ingredients of the diet (g/g%) comprised beans (18.3), manioc flour (64.8),
jerked meat (3.7) and sweet potato (12.8), which were cooked, dehydrated at 60°C

and pulverized. All components were mixed with water. Meat fat (0.35%) was then



added and the mixture was shaped into balls that were dehydrated at 60°C for 24 h.

The content of main dietary nutrients is shown in Table 1.

Evaluation of placental oxidative stress

On day 20 of gestation, dams were anesthetized with sodium pentobarbitone
(Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos), 60 mg/kg ip, to remove the placentas
and liver. Placental and hepatic oxidative stress was evaluated using levels of
thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) according to the method of Buege
and Aust®. The tissue was macerated in 5 ml of 1.15% KCI per gram in an ice bath.
Subsequently, 1 ml of 0.375% (w/v) thiobarbituric acid (Sigma-Aldrich) in 75% (w/v)
trichloroacetic acid (Vetec Quimica Fina Ltda.) was added to each milliliter of tissue
homogenate. The tubes were sealed and heated in a water bath at 100°C for 15 min.
After cooling, the protein precipitate was centrifuged for 10 min, the supernatant

separated and the absorbance measured at 535 nm.

Preparation of isolated membranes

Isolated membranes were used to measure the two Na*-stimulated ATPase
activities and the PKC activity. The membranes were prepared as previously
described?” from the outer cortex (cortex corticis) of kidneys of animals aged 25 and
90 days. In this region of renal tissue, more than 90% of the cell population
corresponds to proximal tubules®®?°. The kidneys were collected after sacrifice and
maintained in a cold isotonic buffer containing 250 mM sucrose, 10 mM Hepes-Tris
(pH 7.4), 2 mM EDTA and 0.15 mg/ml trypsin inhibitor (Sigma-Aldrich; type II-S).
Thin transverse slices of the cortex corticis (0.5 mm thick) were removed using a
Stadie-Riggs microtome and carefully dissected using iridectomy scissors to avoid
contamination with the rest of the tissue. The suspension of fragments was
homogenized in the same cold solution (4 ml/g) using a Teflon/glass homogenizer.
The homogenate was centrifuged at 10,000xg for 15 min at 4°C in a Sorvall RC-5B
centrifuge using a SS-34 rotor, and the resulting supernatant was centrifuged at
15,000x%g for 20 min. Finally, another centrifugation was performed in a Beckman L5-
50B ultracentrifuge at 35000xg for 45 min using a 70 Ti rotor; the pellet was
resuspended in 250 mM sucrose to a final concentration of 15-30 mg protein/ml,

aliquoted into tubes and stored at -20°C. Protein concentration was determined by



the Folin phenol method® using bovine serum albumin as a standard; 2.5% (w/v)

SDS was added to solubilize the integral membrane proteins.

Measurement of ATPase activities

Activities of the (Na*+K")ATPase and ouabain-insensitive Na’-ATPase were
measured colorimetrically using unlabelled ATP*' or [y-*?P]ATP®, respectively. In
(Na*+K")ATPase assays the membranes (0.1 mg/ml final concentration) were
preincubated at 37°C for 20 min with or without 2 mM ouabain (Sigma-Aldrich).
Except when the effects of varying Na® and K* concentrations were examined (Fig.
2B), the assay mixtures were then supplemented with 50 mM Bis-Tris-propane (pH
7.4),0.2 mM EDTA, 5 mM MgCl, and 120 mM NaCl. The hydrolysis reaction was
started by adding ATP (5 mM) and KCI (24 mM) and stopped after 10 min by adding
two vol of 0.1 M HCl-activated charcoal. The (Na*+K")ATPase activity was calculated
as the difference between the P; released in the absence and presence of ouabain.
The released P; was spectrophotometrically measured in an aliquot of 0.2 ml of the
supernatant obtained after centrifugation of the charcoal suspension at 1500xg for 5
min.

The ouabain-insensitive Na*-ATPase activity was calculated from the
difference between the [*?P]P; released in the absence and the presence of 2 mM
furosemide (Sigma-Aldrich). The hydrolysis reaction was started by adding [y-
¥2P)ATP (5 mM, specific activity ~1.7x10° cpm/nmol) to the membranes (0.2 mg/ml)
preincubated with 2 mM ouabain, as described above, in the presence of 20 mM
Hepes-Tris (pH 7.0), 10 mM MgCl, and 120 mM NacCl. After 10 min the reaction was
stopped by adding two vol 0.1 M HCl-activated charcoal. The released [SZP]Pi was
measured by liquid scintillation counting (Packard) in an aliquot of 0.2 ml of the
supernatant obtained after centrifugation of the charcoal suspension (1500xg for 5

min).

PKC activity

The PKC activity was analyzed by measuring the incorporation of the vy-
phosphoryl group of [y*2-P]ATP (specific activity ~6.6x10” cpm/nmol) into histone in
the absence and presence of 10 nM calphostin C (Sigma-Aldrich), an inhibitor of

diacylglycerol-activated PKCs. The reaction was started by adding [y->P]ATP (10



MM) to a reaction medium (0.1 ml) containing 20 mM Hepes-Tris (pH 7.0), 4 mM
MgCl;, 1.5 mg/ml histone and 0.7 mg/ml membrane protein. After 10 min, the
reaction was stopped with 0.1 ml 40% (w/v) TCA and the sample was immediately
placed on ice. An aliquot (0.1 ml) was removed immediately after vigorous stirring,
filtered through a Millipore filter (0.45 um pore size) and washed with ice-cold 20%
(w/v) TCA and 0.1 M phosphate buffer (pH 7.0). The radioactivity was quantified in a

liquid scintillation counter (Packard).

Statistical analysis

The data are presented as means + S.E.M. Differences between groups were
analyzed using an unpaired Student’s t-test, while one-way ANOVA, followed by
Tukey post-test, was used to verify differences among experimental groups. The

differences were considered significant at p < 0.05.

Results

General data on dams and offspring

Maternal data are shown in Table 2. The total weight gain and dietary intake
during 20 days of pregnancy were lower (p < 0.01) in MalN than in control dams,
although the energy intake was similar in the two groups because the deficient diet is
hypercaloric. MalN dams also showed lower placental weight and poorer
reproductive outcome than control dams. On the other hand, TBARS levels in the
placenta were significantly higher in the MalN group than the controls (Fig. 1); this
difference was also found in liver, the control organ for induced oxidative stress
(inset to Fig. 1). The fetuses from MalN had lower body weights than those from
controls. Fetal kidney weight was also lower in the MalN than the control group but
the kidney weight/body weight ratio was similar in the two groups. The lower body
weight of the MalN group fetuses persisted at birth and also at weaning, but
recovered to a normal value at 90 days after birth, presumably because of the
normal diet. MalN animals presented birth weight lower than that shown by control
group, either those designated for the protocol at age of 25 days (5.98 + 0.11 vs.
6.82 + 0.06, respectively, p < 0.05) or those designated for the protocol at age of 90



days (5.21 £ 0.23 vs. 6.06 £ 0.15 g, respectively, p < 0.05). Irrespective of age, the

kidney weight/body weight ratio remained similar in the two groups (Table 3).

Proximal tubule (Na*+K")ATPase and Na*-ATPase activities

(Na*+K")ATPase activity was the same in the control and MalN groups at 25
days after birth. It increased by 35-40% in the control group but not in the MaIN
group at 90 days after birth (Fig. 2A). Thus, at 90 days (Na*+K*)ATPase activity was
lower in the MalN than in the control group, even over a broad range of Na* and K*
concentrations (sum constant and equal to 150 mM; Fig. 2B). For the ouabain-
insensitive Na*-ATPase, the abnormal growth trajectory gave the opposite picture:
the activity of this enzyme increased rapidly to a value well above of the control at 25
days and then stopped (Fig. 3A), so it did not follow body growth, which showed
normal mass at 90 days (Table 3). In contrast, the activity of this second Na* pump
increased more than four times between 25 and 90 days in the control group, in
parallel with body weight (Table 3). Thus, at 90 days, the Na*-ATPase activity in

MalN was significantly lower than that in controls, despite the initial burst at 25 days.

Effects of angiotensin 1l on proximal tubule Na'-ATPase activity

At the age of 90 days, the Na*-ATPase activity in the control group responded
biphasically to a range of angiotensin Il (Ang Il) concentrations (Fig. 3B): (i) between
10" and 1072 M Ang Il it increased by 50%; (ii) at higher concentrations it returned
to baseline values. In contrast, the Ang Il dependence of Na*-ATPase activity in
MalN showed a flattened bell-like curve with maximum stimulation at 107'° M, though
the activity under these conditions was only about the same as the unstimulated

activity in the control group.

PKC activity in membranes from proximal tubule cells

Since membrane-associated PKC is a key mediator of the Ang Il effects on
the ouabain-insensitive Na*-ATPase in kidney cells?, its activity was measured at 90
days after birth, when the pump was inhibited in the MalN group (Fig. 3). Figure 4
shows that PKC activity, like Na*-ATPase activity, was lower in MalN than in the

control group.



Discussion

In the present work we studied the influence of maternal undernutrition on
placental oxidative stress and its consequences for renal active Na™ transport. Na*
fluxes across the tubular epithelium account for much of the metabolic expenditure in
kidney tissue and are responsible for water and salt conservation in mammals in
both early and adult life'®. Here, maternal malnutrition was induced by using a diet
that mimics a basic regional diet widely consumed in an area of sugarcane
cultivation along the coast of Pernambuco State, Brazil'®?°. This diet has been linked
with both lower weight gain and maternal dietary intake, probably because of its low
protein content and hypercaloric features, respectively. MalN mothers had fewer
fetuses than controls, and the nodular and cystic formations found during placenta
withdrawal (not shown) indicate fetal reabsorption, which could be a consequence of
the very low calcium content of the diet (Table 1). Deficiency of calcium as well as
other micronutrients has been implicated in different pregnancy complications,
including fetal wastage33. It is important to mention that, depending on the region and
on the season, the mineral composition of the deficient Northeastern Brazilian diet
can vary, as in other regions worldwide®".

The MalN body weight at the 20™ day of fetal life and at birth indicates
intrauterine growth retardation, which persisted at weaning but was completely
recovered during the growth trajectory between 25 and 90 days. The metabolic
acceleration that supports the more rapid growth observed in this study may be
pertinent to the fact that prenatal undernutrition often leads to overweight offspring®.
The lowered fetal weight in the MalN group coexists with lowered placental weight,
as has been shown in other intrauterine growth retardation studies>®. More
importantly, the MalN dams showed elevated placental oxidative stress, probably
because of undernutrition-associated hypoxia®*’, thus explaining the reduced body
weight at birth and in the early stages of growth (Table 2).

It may be considered, therefore, the possibility that placental production of
reactive oxygen species in MalN rats (Fig. 1) are correlated with the huge increase
in ouabain-insensitive Na*-ATPase in young (25 day old) rats (Fig. 3A) as well as in
the abnormal response to Ang Il (Fig. 3B) and in the down-regulation of PKC (Fig. 4).
In a recent paper, Beltowski and coworkers®' demonstrated that elevation of renal

ouabain-insensitive Na*-ATPase is related to an increase in reactive oxygen species.
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These peroxide intermediates lead to high Na*-ATPase activities by scavenging NO
and limiting its inhibition of the pump. The view above is supported by the recent
observation from our laboratory that production of TBARS is increased in prenatally
malnourished juvenile rats'®. Other factors such as circulating cortisol*® and altered
RAS'*1%3 can also contribute to the production of reactive oxygen species.
Altogether, these stressful conditions that affect the maternal intrauterine
environment and fetal organs, including the kidney and its Na* transporters, may
lead to renal and cardiovascular alterations in the adult offspring™.

Comparison of Figs. 2A and 3A indicates, however, that the two active Na*
transporters in the proximal tubules of the offspring are affected by maternal
undernutrition in opposite ways during the growth trajectory from 25 to 90 days, i.e.
during the period of kidney maturation*’. The (Na*+K")ATPase activity is identical in
both groups at 25 days, but does not increase concomitantly with body weight in
MalN. Since this pump is considered to be responsible for most Na* (and water)
reabsorption'® in both infants and adults, its decreased activity in adulthood might
indicate a global impairment of kidney development. At the end of this period, the
ouabain-insensitive Na’-ATPase activity, which is strongly stimulated in early life
(probably as a consequence of the placental oxidative stress?!, shows no further
change, also reflecting compromised renal growth and fewer tubules'""® despite the
recovery of normal kidney and body weight (Table 3).

Hypertension in weaning rats from undernourished mothers has been
associated with RAS™. Although the possible link between enhanced Na*-ATPase
activity in MalN offspring and Ang |l levels has not yet been studied, other models of
prenatal malnutrition have shown increased plasma angiotensin converting enzyme
(ACE)™ and increased plasma renin activity*' in juvenile animals. However at an
early age of four weeks, prenatal malnourished rats have not developed
hypertension42, despite these enzyme modifications. Thus, the early activation of
Na’-ATPase at 25 days, provides the hypothesis that the fine-tunned Na*
reabsorption is inappropriately elevated in these rats before development of
hypertension. Current experiments in a model of perinatal undernutrition show an
early increase in Na*-ATPase which is not accompanied by altered blood pressure
(unpublished data from our laboratory). These observations and those from
Vehaskari and coworkers*? add support to the view that an early disturbed Na*

handling precedes late arterial pressure alterations.
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It has been proposed that the post-weaning period could be a critical
window for changing blood pressures during adulthood by modulating RAS activity
when animals are submitted to prenatal undernutrition*'. A question emerges from
this reasoning. Maternal malnutrition has been related to increased Na* and fluid
reabsorption during the early stages of hypertension‘”, so how can this fact be
reconciled with the reduced (Na"+K")ATPase and Na*-ATPase activities in the
proximal tubules of adult MalIN rats? (Figs. 2 and 3). If RAS, and therefore
aldosterone production, is activated in young rats from undernourished mothers*?
and this stimulation persists as a programmed effect, a compensatory augment in
Na® may occur in aldosterone-responsive distal nephron segments such as the
convoluted distal tubule**. This view is supported by the observation of Bertram and
coworkers* that increased mRNA for the (Na*+K*")ATPase a-subunit, which is
responsive to adrenal hormones, is found in the kidneys of prenatally
undernourished rats. Furthermore, it has been shown that GFR is increased at age
of 90 days, however Na* excretion has not been increased'?, suggesting that
increased delivery of Na™ to distal nephron occurs followed by increased Na*
reabsorption in this nephron segment’®.

The smaller number of nephrons, the reduced capacity to reabsorb Na* and
the increased intrarenal vascular resistance in the pups may elicit abnormal RAS
responses at the macula densa level; ultimately, these could lead to the onset of
hypertension'"""*4¢_ At an adult age when they show increased blood pressure?, the
reduced capacity to reabsorb Na® in the proximal tubule due to pressoric
natriuresis*’ may also elicit abnormal responses at the macula densa level.
Ultimately, these responses could lead to an increased intrarenal vascular
resistance’® and to a decrease in plasma renin activity*'.

An early alteration in RAS could also explain the abnormal response of the
ouabain-insensitive Na*-ATPase to Ang Il in adult MaIN (Fig. 3), since increased
RAS activity has been observed in prenatally malnourished adult rat kidneys*®.
Whereas the control group exhibited the well-documented biphasic behavior with 40-
50% stimulation at physiological Ang Il concentrations followed by a progressive
decrease, the weaker stimulation in MalN animals was additionally shifted to right
(Fig. 3B). Clearly, this response indicates that MalN rats are hyporesponsive to Ang
II'in vitro. It can be hypothesized that if higher Ang Il concentrations are required for

adequate modulation of fluid reabsorption in the proximal tubules and body fluid
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balance in the whole animal, this might lead to the development of a long-term
hypertensive response.

The cellular signaling event related to the hyporesponsiveness of Na*-ATPase
to Ang Il appears to be down-regulation of PKC (Fig. 4), which participates in the
signaling cascade that links Ang Il, AT+R and the Na*-ATPase®. It can be proposed
that the accentuated decrease in PKC activity results from reactive oxygen
species'®, since this enzyme is sensitive to alterations in cellular redox state®*.
Moderate oxidant concentrations can activate PKC, whereas intense and persistent
production of reactive oxygen species, as found in the kidneys from pups'® after
maternal undernutrition, probably promotes inactivation of the kinase rather than
activation, as shown in liver®, Furthermore, decrease in PKC activity may result
from RAS programmation.

In conclusion, the present findings suggest a correlation between maternal
malnutrition, increased placental oxidative stress, abnormal activity of renal Na*
transporters and disrupted Ang |l signaling, which could contribute to programming*®
late disturbances in renal Na* handling and arterial pressure control as specific

consequences of impaired intrauterine growth.
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Figure Legends

Figure 1. Levels of thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) in the placenta
of control (empty bar; n = 6) and malnourished (filled bar; n = 7) dams at the 20™ day
of gestation. MDA = malondialdehyde. Results are mean + SEM. Statistical
difference (* P < 0.05) with respect to Control group. Inset: TBARS in liver. Bars,
number of experiments and statistical difference are the same as for the placenta

data.

Figure 2. (Na*+K")ATPase activity in kidney proximal tubules of control (empty bars)
and prenatally malnourished (filled bars) rats at 25 (Control, n = 5; MalIN, n = 4) and
90 (Control, n = 8; MalN, n = 12) days measured with 120 mM Na* and 24 mM K", *:
P < 0.05 vs. Control; #: P < 0.05 vs. 25 days (A). (Na*+K")ATPase activity in
proximal tubules of control (empty circles, n = 8) and prenatally malnourished (filled
circles, n = 12) rats measured at 90 days, using the concentrations of Na* and K*
shown on the abscissa. P; = inorganic phosphate released from ATP in the medium.

Results are mean + SEM from at least four assays. *: P < 0.05 vs. Control (B).

Figure 3. Ouabain-insensitive Na*-ATPase activity in kidney proximal tubules of
control (empty bar) and prenatally malnourished (filled bars) rats at 25 (Control, n =
5; MaIN, n = 4) and 90 (Control, n = 8; MaIN, n = 12) days. *: P < 0.01 vs. the
corresponding age-matched Control; 1: P < 0.01 vs. 25 days in Control (A). Na*-
ATPase activity in proximal tubules of control (empty circles, n = 8) and
malnourished (filled circles, n = 12) rats at age of 90 days, measured in the absence
and presence of the Ang Il concentrations shown on the abscissa. P; = inorganic
phosphate released from ATP in the medium. Results are mean = SEM from at least
four assays (B). *: P < 0.01 vs. Control at the same Ang Il concentration; : P < 0.05

vs. the corresponding diet-matched value without Ang II.

Figure 4. Protein kinase C activity in proximal tubules of control (empty bar) and
prenatally malnourished (filled bar) rats at age of 90 days (Control, n = 8; MalIN, n =

12). ~P = esterified phosphate. Results are mean £ SEM. *: P < 0.01 vs. Control.



Table 1. Diet composition (g/g%)

Control ' Deficient *
Protein 23 8
Carbohydrates 41 78
Ether extract 25 1.7
Vitamin Yes No
suplement
Sodium 0.28 0.16
Potassium 0.9 0.3
Calcium 1.8 0.04
Iron 0.018 0.007
Moisture 13 11
kcal/100 g 278 356

' As indicated by the manufacturer (Purina Agriband, Paulinia, SP, Brazil). 2
According to the Laboratory of Experimentation and Analysis of Food (LEEAL),

Nutrition Department, Federal University of Pernambuco.
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Table 2. Maternal data.

Control (n = 6) MalN (n =7)

Body weight at 20" gestation day (g) 347 £ 9 242+ 9*
Total weight gain (g) 112+5.5 491108~
Total dietary intake during gestation (g) 394 £ 15 302+6.5*
Total energy intake (kcal) 1096 + 41 1136 £ 25
Number of fetuses 12.8+0.8 8.14+11~
Placenta weight (g) 0.40 £ 0.01 0.34£0.02~

Maternal data were obtained at 20" day of gestation in dams fed with standard
(control) or deficient (MalN) diet during pregnancy. Results are mean £ SEM. *: p <

0.001 vs. control.



Table 3. Fetuses, newborn and offspring: general data.

21

Control

MalN

Fetuses and newborn pups

Fetal BW (g) at 20 days
Fetal KW (mg)

KW/BW at 20™ day of fetal life (%)

25-90 day pups

BW at birth (g)

BW at weaning (g)

KW at weaning (g)

KW/BW at weaning (%)

BW at age of 90 days (g)

KW at age of 90 days (g)
KW/BW at age of 90 days (%)

2.27 +0.04 (7)
15.3 £0.9 (7)
0.66 + 0.05 (7)

6.4+ 0.14 (13)
66.2 + 1.6 (5)
0.70 + 0.02 (5)
1.06 £ 0.02 (5)
3329 (8)
2.5+ 0.1 (8)
0.75 +0.02 (8)

2.02 +0.05 *(8)
12.2 + 0.6 %(8)
0.60 + 0.03 (8)

5.4 +0.19 *(16)
56.9 + 1.2 *(4)
0.64 +0.01 (4)
1.12 £ 0.03 (4)
323 +7 (12)
2.5+0.01(12)
0.77 £0.01 (12)

Male fetuses and offspring of dams were fed with standard (Control) or deficient

(MalN) diet during pregnancy. BW, body weight; KW, kidney weight. Results are

mean = SEM. *: p < 0.05 vs. control. Kidney weights representative of pups weaned

at 25 days were obtained from 4-5 randomly selected pups that were sacrificed the

same day for ATPase studies (n = 5 pups from Control dams; n = 4 pups from MalN

dams). The number of animals is indicated in parentheses. The results therefore

represent programming from 4 MalN dams and 4 control dams studied in parallel.
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Abstract

Background  Epidemiological studies in the northeastern
region of Brazil show an association between hypertension
and malnutrition, especially in areas where protein-defi-
cient diets are combined with high salt intake.

Aims of study  We studied the consequences of a widely
consumed deficient diet (basic regional diet, BRD),
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combined with high NaCl, on growth, renal Na* and water
handling and activities of ATP-dependent Na™ transporters
in kidney proximal tubules.

Methods Young rats were fed after weaning with a low-
protein and high-salt diet, which mimics that used in a vast
region of Brazil. Body mass was evaluated from weaning up
to the 19th week of age. Glomerular filtration rate, proximal
Na™ reabsorption, distal Na™ delivery, urinary excretion of
Na®™ and water, and urine concentration capacity were
evaluated from serum and urine concentrations of creati-
nine, Na™ and Li™", and by measurement of urinary volume
and density. The (Na* 4+ KT)ATPase and the ouabain-
insensitive Na*-ATPase were studied in vitro by measuring
ATP hydrolysis. Expression of (Na* + K")ATPase was
evaluated by immunodetection with the use of a specific
antibody anti a1-catalytic subunit isoform.

Results  Undernourished rats reached early adulthood
(14 weeks) with body and renal masses that were 2.3 times
lower than controls. These rats became hypertensive (mean
arterial pressure 18.7 &£ 0.6 kPa vs 15.5 & 0.9 kPa in
control group) and showed augmented fractional proximal
Nat reabsorption (61.0 & 0.3% vs 81.8 & 2.2%) with a
concomitant decrease in distal Nat delivery (9.5 &+
0.5 umol/min vs 14.0 £ 0.2 pmol/min per 100 g body
weight). Urinary Na™ excretion was higher in BRD rats,
(juvenile and adult) being however twice the increase in
Na' intake. The ATP-dependent Na™ transporters were
affected in opposite ways. The (Na® + K*)ATPase
activity from undernourished rats fell by 30%, in parallel
with a 20% decrease in its immunodetection, whereas the
ouabain-insensitive Na*-ATPase, which is responsible for
the fine-tune control of Na™ reabsorption, increased three-
fold.

Conclusions We conclude that early alterations in proximal
tubule Na™ pumps, together with an abnormally augmented
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urinary Na™ excretion, might be the link between undernu-
trition and late renal dysfunction.

Keywords Chronic undernutrition -
(Na* 4+ K")ATPase - Nat-ATPase -
Renal sodium handling - Alterations in renal transporters

Introduction

During the past decade, it has become apparent that the risk
of disease in adult life is closely related to environmental
factors that impair fetal growth. The most significant factor
is malnutrition, a serious public health problem world-
wide, principally in underdeveloped countries [2]. Human
epidemiological studies have demonstrated a relationship
between undernutrition and the risk of developing hyper-
tension [10], coronary heart disease [25] and renal disease
[15]; for a recent general review see Ref. [11]. These
studies are supported by a broad range of experimental
animal models showing that the renal system in the off-
spring is extremely sensitive to mild shifts in maternal
nutrition [5].

In Brazil, especially in the northeast, many epidemio-
logical studies have shown moderate to severe malnutrition
[30, 35]. In contrast to intrauterine undernutrition, few if
any studies have been performed on animal models to
identify the cellular and molecular mechanisms that may be
involved in the cardiovascular and renal alterations in
chronic undernutrition associated with high salt intake. In
this study, we induced malnutrition using a diet derived
from the basic regional diet (BRD) available in the vast
sugarcane cultivation areas in northeastern Brazil. This diet
induces a high incidence of malnutrition of different
degrees in the population of this region [30]. Essentially,
BRD is deficient in proteins, and depending on the subre-
gion of the Brazilian northeast, on the season and on cul-
tural food preparation habits, the salt content of the diet is
high [20] and so BRD could be rich in NaCl. This is the
reason why we combined the protein-deficient diet with
high NaCl content to promote undernutrition in the
experimental group. The human epidemiological trends
mentioned above strongly support the hypothesis that it
could have led to metabolic and physiological changes in
local children and young people. These modifications may
have evolved to culminate in the establishment of cardio-
vascular and renal diseases in the adult population, in
which the underlying cellular and molecular mechanisms
are poorly understood [21].

Impaired global Na* and water handling in undernutri-
tion, as well as metabolic alterations, were also described
several years ago (for review see Ref. [4]). However,
possible molecular alterations in the energy-driven renal
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Nat transporters, which could underlie the modifications
described so far, have not been studied. The present work
was undertaken to investigate the impact of undernutrition
associated with chronic intake of a NaCl-enriched BRD
on functional parameters in proximal tubules and, at a
molecular level, on the two ATP-dependent Na™-pumping
activities found in the kidney [3, 7, 37].

Materials and methods

All the reagents used were of the highest purity available.
Goat polyclonal antibody against the (Na™ + K*)ATPase
ol-catalytic subunit («1[N-15]) was from Sigma Chemical
Co. and the anti-goat secondary antibody was from Santa
Cruz Biotechnology.

Ethical considerations

All procedures used were performed in accordance with
“The guide for care and use of laboratory animals” [DHHS
Publication No. (NIH) 85-23] and also approved by the
Committee for Experimental and Animal Ethics at the
Federal University of Pernambuco and the Federal Uni-
versity of Rio de Janeiro.

Animals

Male Wistar rats were weaned at the end of the 3rd week
and reared four per cage and, except when otherwise
indicated, had free access to food and water in a room
maintained at 25 £ 1 °C with a 12-h light—dark cycle. For
the study of renal function parameters, the rats were kept in
individual metabolic cages only during the experimental
procedures (3 h) in order to avoid chronic social isolation
and adrenal-dependent elevation of blood pressure. The
four age-matched groups of control and undernourished
rats were separated randomly for independent determina-
tions, at 8, 14, 17 and 19 weeks after birth, of renal
physiological parameters and in vitro (Na* 4+ KT)ATPase
and ouabain-insensitive Nat-ATPase activities, as well as
for Western blotting analysis of the first protein in the
membranes of proximal tubule cells.

Diets and induction of undernutrition

A balanced commercial rodent chow purchased from
Purina-Agribrands was given to the control groups (CD),
while BRD was supplied to the experimental rats. The
protein-deficient BRD was prepared according to Ref. [30]
with augmented NaCl content to allow the study of the
influence of combined low protein/high salt on renal
function. It had the following ingredients (in g%): manioc
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flour (64.8), beans (18.3), sweet potatoes (12.8) and cured
meat (3.7). The meat was partially desalted; each compo-
nent was cooked, dehydrated at 60 °C, pulverized and
mixed with water to obtain a consistent mass. Meat fat
(0.3 g%) was then added and the mixture was shaped into
squares that were dehydrated at 60 °C for 24 h. The
components (in g%, wet weight) of CD and BRD diets
were, respectively: protein 23.0 and 7.9, carbohydrates
44.5 and 69.2, fat 2.5 and 0.8, fiber 7.2 and 8, mineral mix
(except NaCl) 7.8 and 5.3, NaCl 0.16 and 0.33. The NaCl
content was assessed at the Department of Nutrition, Fed-
eral University of Pernambuco. The other values for BRD
were as in Ref. [30]. The total kcal/100 g was 290 and 314
for CD and BRD, respectively. The rats were weighed
weekly to obtain growth curves. Food and water intake
were recorded at the last day of the corresponding week
and Na' intake was estimated by the product of food
consumption and dietary Na* content. Data correspond to
the end of the linear and faster phase of growth (8th week
of age, 5th week after weaning) and to the end of the
growth trajectory (17th week of age, 14th week after
weaning). At the 17th week of age, the proximal tubule
physiological parameters were also measured.

Study of renal function in growing and adult rats

The renal index (left plus right kidney weight/body weight)
was measured at the early adult stage (14th week) when
one age-matched group was killed and the organs removed
to study the two Na™ pumps. Renal function parameters
were investigated during growth (8th week) and in adult
rats (17th week). These stages were also used for mea-
suring total plasma protein concentration by refractometry.
Glomerular filtration rate (GFR) was measured by creati-
nine clearance [18]. Values for Li" clearance (Cl;;) were
obtained as follows. At 12 h prior to urine collection, rats
were given 0.06 mmol LiCl orally/100 g body weight,
which was enough to achieve plasma Li™ concentrations of
0.23 + 0.07 (CD group) and 0.23 £ 0.02 umol/ml (BRD
group). This Li* administration is well below nephrotoxic
levels and therefore does not promote alterations in GFR as
observed in chronic treatments in humans [23]. Overnight,
the rats were allowed water ad libitum, but not food. In
order to suppress the effects of antidiuretic hormone on
urinary volume, the rats received water by gavage, 3 ml/
100 g of body weight 90 min before and 2 ml/100 g
30 min before being placed in the cages. Blood was col-
lected in non-heparinized tubes. Urinary density was
assessed by refractometry (Atago); Na*, Li* and creatinine
concentrations in serum and urine were measured with a
Cobas Mira analyzer (Roche). Renal concentration capac-
ity was assessed by the response to 12 h of water depri-
vation at two different times in the same group of rats.

Urine density was measured in rats before (at the 17th
week) and after a dietary supplement of 0.1 g urea/100 g of
body weight for 7 days, as previously done in humans [13].

Blood pressure determinations

Arterial pressure was assessed in adult rats by the tail-cuff
method using a Letica LE 5000 apparatus, which allows
repeated and reliable measurements in a short period in
conscious animals [12]. For this purpose, the rats were kept
at 30-32 °C for 30 min and three successive determina-
tions were performed on each animal. This procedure was
repeated on 3 consecutive days during the 14th week of
life.

Preparation of membrane-enriched fraction

The microsomal fraction was obtained using a previous
method, with several and random controls for contamina-
tion of intracellular structures in the cell membrane fraction
[36]. The membranes were prepared from the outermost
cortex (cortex corticis), a region of the renal tissue in which
more than 90% of the cell population correspond to proxi-
mal tubules [37]. The kidneys were collected and placed in
a cold solution containing 250 mM sucrose, 10 mM Hepes—
Tris (pH 7.4), 2 mM EDTA and 0.15 mg/ml trypsin
inhibitor (Sigma-Aldrich; type II-S). Thin transverse slices
of the cortex corticis were removed using a Stadie-Riggs
microtome and carefully dissected using iridectomy scis-
sors to avoid contamination with the rest of the tissue. The
suspension of fragments was homogenized in the same cold
solution (4 ml/g) using a Teflon/glass homogenizer. The
homogenate was processed as described in Ref. [36] and the
final pellet was resuspended in 250 mmol/l sucrose at a final
concentration of 5-15 mg protein/ml and stored at —4 °C.
Protein determination was as described in Ref. [17].

(Nat + K")ATPase and ouabain-insensitive
Na'-ATPase in proximal tubule cells

(Na* 4+ K*)ATPase activity was measured using a color-
imetric method [29]. Ouabain-insensitive Na™-ATPase was
measured by the difference in P; release in the absence and
presence of 2 mM furosemide [16]. The reaction condi-
tions are described in Fig. 3.

SDS-PAGE and imumunoblotting

Electrophoresis of membrane proteins, followed by
immunodetection of proximal tubule (Na™ + K)ATPase,
was carried out as described elsewhere [34], using goat
polyclonal antibody against the (Na' + K")ATPase
ol-subunit («¢1[N-15]). Each gel was stained with Ponceau
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Red to evaluate the amount of protein loaded on each
lane cand to normalize the levels of expression to the total
protein loaded. The protein band at 104 kDa detected
by immunoblotting was quantified using Scion Image
software.

Results

Figure 1 shows the growth curves for CD (filled circles)
and BRD (open circles) rats. The latter attained a maxi-
mum adult body weight (BW ,.x), the asymptotic endpoint
of growth, which was only 30% of the CD group
(146 £+ 4.3 g vs 481 £ 20.6 g). However, the BRD group
grew significantly faster: its growth rate constant was
higher and its half-time (7,,) for maximal growth
decreased significantly when compared with the CD group.
The renal index (inset to Fig. 1) was similar in both groups,
indicating that malnutrition affects the trajectories of both
body and kidney growth to the same extent.

Figure 2 shows urinary Na' and water excretion and
urine density in CD and BRD rats at 8 and 17 weeks after
birth. These stages of development were chosen because
kidney development in rats (organ growth associated with
both hyperplasia and hypertrophy) is considered complete
just before 8 weeks [6, 28], while body weight approaches
the asymptotical By,,x value (Fig. 1) at 14 weeks after
weaning (17 weeks of age). The evolution of the ability to
retain water in BRD rats does not parallel the development
of Na™ retention (Fig. 2a), since the water excretion rate is
the same at 8 and 17 weeks (Fig. 2b). These latter results
match those shown in Fig. 2c: while urine density increases
in the CD group when the rats reach adulthood, the urine
remains dilute in the BRD rats despite the higher dietary
Na™ content and even when they are challenged by water
deprivation (Fig. 2d). Table 1 presents the data of food and
water intake at the end of the 8th and 17th weeks of age
when the determinations of Na™ and water excretion were
carried out. When the dietary Na™ intake is compared with
the urinary Na™ excretion (Fig. 2), it becomes clear that the
rise in urinary Na* loss in the BRD group is twice the
increase in its Na* ingestion.

Table 2 shows the BRD-induced modifications in phys-
iological parameters concerning Na™ and water handling by
the proximal tubules. The GFR increases in BRD rats,
probably because of the hypoproteinemia (5.7 &= 0.3 g% vs
72 £0.5 g% in the CD group), which decreases the
resistance to ultrafiltration [26]. Table 2 also demonstrates
an increase in fractional proximal tubule Na™ reabsorption
in the BRD group. This rise cannot be taken as a physio-
logical response to an increased GFR because the hypo-
proteinemia in BRD rats must disrupt the normal
glomerulo-tubular balance [27]. Accordingly, the distal
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Fig. 1 Time course of body weight (BW) gain. After weaning (end of
the 3rd week of age), rats fed with the control diet (CD, filled circles)
or basic regional diet (BRD, empty circles) were weighed regularly
until the 16th week (19th after birth). In the chronic undernutrition
group, the end point of growth was significantly different from that in
the normal diet controls. Therefore, a simplified equation that fitted
adequately to the experimental points was obtained (body weight BW
was used to obtain a rate constant (k) that describes the growth
trajectories along the time after weaning (¢), as well as the adult body
weight (BWp,,): BW, = BW, + BW,., (I — e ) where BW,
is the weight at the moment of weaning. *P < 0.001 (¢ test; only
two symbols are included for simplicity); values are mean = SEM,
n = 11 (each diet-matched group). The rate constants of growth were:
k=0.15+ 0.01 and 0.21 £+ 0.01/week (P < 0.001, t-test) for CD
and BRD groups, respectively. The half-times for maximal growth
were Ty, =79 £ 0.3 and 6.5 £ 0.2 week after birth (P < 0.01,
t-test) for CD and BRD, respectively. To calculate T, In 2 was
divided by each k value and 3 weeks (weaning time) was added. Inset:
renal index measured by the ratio between the total kidney weight (in
mg) and the body weight (in g) for CD (filled bar) and BRD (open bar).
Arrows indicate the weeks chosen for measurements of renal functional
parameters. Food, Na™ and water intake were also registered in these
weeks

delivery of Na* in BRD rats is lower by a similar amount
than that in normal animals. Li* clearance also decreases in
the undernourished rats, thus confirming that fractional
reabsorption of Na™ in proximal tubules is enhanced.

The following experiments were performed to investi-
gate whether modifications in the ATP-dependent Na™
transporters of the proximal tubule could explain the
increased fractional Na® reabsorption demonstrated in
Table 2. Figure 3 shows that the (Nat + K*)ATPase
activity is significantly decreased in membranes from BRD
rats. Since the pumping activities in whole cell homoge-
nates of CD and BRD rats are identical (Fig. 3a), it is clear
that undernutrition leads to misrouting of the ouabain-
sensitive Na* pumps and lower-than-normal insertion into
the basolateral membranes. Western blotting for the
al-catalytic subunit of (Na* + K")ATPase (Fig. 3b) in
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Table 1 Food, Na® and water intake in BRD rats at the juvenile (8th week) and adult (17th week) phases of growth

Intake (per 100 g BW) 8th Week 17th Week

CD rats BRD rats CD rats BRD rats
Food (g) 6.2 + 0.1 (8) 45+ 0.3 (8)* 52 +0.2(12) 7.6 £ 0.1 (12)*
Na™ (mg) 99 £0.2 (8) 14.8 £ 0.9 (8)* 8.2 + 0.3 (12) 25.2 £ 0.3 (12)*
Water (ml) 9.0 £ 0.5 (11) 5.9+ 0.6 (9)* 2.6 £ 0.1 (10) 49 £03 (1H*

Food, Na™ and water ingestion were recorded on the last day of the corresponding week. The weeks chosen for the register of food, Nat and
water ingestion correspond to those in which renal function parameters were measured (Fig. 2). Data collections correspond to the end of the
linear and faster phase of growth (8th week of age, Sth week after weaning) and to the end of the growth trajectory (17th week of age, 14th week

after weaning; arrows in Fig. 1). Values are mean + SEM
n Numbers in parentheses
*P < 0.001 with respect to CD group

the basolateral membrane-enriched fraction also shows a
significant decrease in the specific signal. This agrees
quantitatively well with the diminished activity shown in
Fig. 3a, confirming that chronic administration of BRD
affects the targeting of this pump to the membranes. In
contrast, the ouabain-insensitive Na™-ATPase activity is
increased in young adult (14 weeks old) BRD rats (Fig. 3c)

and a further relative increase over the control value
becomes apparent when this activity is corrected for the
renal weight (Fig. 3d), indicating that the smaller the kid-
ney, the higher the specific activity of this Na™ pump.
Successive (3 days) measurements of mean arterial pres-
sure at the same age reveal a significant increase from
15.5 = 0.9 (CD rats) to 18.7 &= 0.6 kPa (BRD rats).
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Table 2 Alterations in proximal tubule physiological parameters in
BRD rats (17th week)

Parameters CD rats BRD rats

Cl.,; (W/min/100 g BW) 259.3 £ 22.7 380.9 + 43.6*
Pna (pmol/ml) 140.8 £ 2.1 139.2 £ 1.6 (NS)
FLna (pmol/min/100 g BW) 36.3 +£ 3.0 52.6 &+ 6.0*
Cly; (ul/min/100 g BW) 99.3 + 153 75.1 + 8.8%*
DDy, (tmol/min/100 g BW) 14.0 £ 0.2 9.5 £ 0.5*
FPTn.R (%) 61.0 £ 0.3 81.8 £ 2.2%

Values are mean = SEM, n =8 (each group). The following
expressions were employed to calculate the renal physiological
parameters. Glomerular filtration rate from the clearance of endoge-
nous creatinine: Cl., = U, x V/P., where V is the urinary volume
(in ml/24 h) and U, and P, are the urinary and plasma creatinine
concentrations, respectively (in pmol/ml); urinary Na® excretion (in
umol/24 h) = Uy, x V, where Uy, is the urine concentration of Na™
(in umol/ml) and V is the urinary volume (in ml/24 h); Na* filtered
load (FLy,, in pmol/min) = GFR (in pl/min) x Py, (Nat plasma
concentration in pmol/ml); Lit clearance (Cly;, in upl/min) =
Uyr; x VIPy;, where V is the urinary volume and Uy; and Py; are the
urinary and plasma Li* concentrations, respectively (in pmol/ml);
Na™ distal delivery (in pmol/min) estimated by: DDy, = Cli; X Pna,
because Cl; reflects the delivery of fluid from the proximal tubules to
the distal regions and Py, is considered to be similar to luminal Na™
concentration (adapted from Ref. [27, 31]); fractional proximal tubule
Na® reabsorption: FPTy,R (%) = [(FLn, — DDyo)/FLyn,] x 100.
The physiological parameters were normalized to 100 g of body
weight (BW) when appropriate

NS not significant
*P < 0.001 (t-test) in all cases

Discussion

In this study, we investigated the effects of simultaneous
low protein and high sodium intake in rats in a combined
model diet that mimics the diet of an impoverished
regional Brazilian population. The aim was to study its
impact on active Na™ transporters in rat proximal tubule
cells at a molecular level. Epidemiological data show a
high prevalence of arterial hypertension in individuals with
history of undernutrition [9], especially with high dietary
Na*t [20]. This suggests the possibility that alterations in
renal Nat handling could be a key point in the establish-
ment of hypertension associated with undernutrition in
these Brazilian populations together with other environ-
mental and genetic factors. For this reason, the
(Nat + K")ATPase and the ouabain-insensitive Na™
-ATPase activities were investigated in the middle of the
growth trajectory (14 weeks) when the onset of hyperten-
sion was detected.

It is noteworthy that young rats exposed to a low-protein
diet in the uterus display a 36% lower (Nat + K*)ATPase
activity than controls 4 weeks after birth [1], indicating
that the lower (Na™ 4+ K")ATPase activity could be a
consequence of protein deprivation at different stages of
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renal development. In contrast, in young rats from under-
nourished dams, several Na' transporters are highly
expressed in luminal membranes [19], so apical Na™ fluxes
are augmented and more Na™ reaches the pumps located in
the opposite side of the cells. Recent results obtained with a
normosodic hypoproteic diet (8-9% protein) also show a
100% increase in Nat-ATPase, as in the case of BRD
(unpublished observations). The results from Ref. [19] and
ours, especially the contrasting observations presented in
Fig. 3a—d, clearly indicate that undernutrition before and
after birth can selectively alter different Na™ transporters in
opposing ways.

This selectivity clearly emerges when the results con-
cerning (Na* + K")ATPase and Na'-ATPase are com-
pared. One of the main findings is the huge increase in the
Na'-ATPase activity despite the higher dietary Na* con-
tent, which correlates with the observed increase in Na™
proximal reabsorption. The augmented turnover of this
pump, which is considered to be the molecular machinery
responsible for the fine-tune control of Na™ fluxes across
the proximal tubule cells [3, 16, 24], reveals an unexpected
response toward a higher salt intake that, if sustained in
adult life, will lead to altered and worsening renal and
cardiovascular responses [2, 15]. Absolute proximal tubule
Na™ reabsorption increases in rats fed with high Na™ and
this was associated with changes in local Ang II formation
[22]. Increased local Ang II under conditions of high Na™
intake can alter the complex proximal balance involved in
Na™ homeostasis. We demonstrated that Ang II is one of
the most important activators of the ouabain-insensitive
Na® pump in a process in which AT, receptors are
involved [24], so local modifications in Ang II content may
also be associated with stimulation of both the ouabain-
insensitive Na™-ATPase (Fig. 3c, d) and the macula densa
responses to a diluted distal fluid under low-protein diet
[8].

The volume of luminal fluid leaving the proximal tubule
is lower in BRD than in CD rats as indicated by the reduced
Cl; (Table 2). Despite the moderate decrease in
(Na®™ + K")ATPase, this may be due to the enormously
increased proximal Nat reabsorption mediated by the
ouabain-insensitive Na'-ATPase followed by passive
water fluxes. After delivery of the fluid to the descending
branch of Henle’s loop, it is reasonable that water reab-
sorption is compromised. Urea concentration in the internal
medullar interstitium diminishes in a protein-deficient diet,
while urea supplementation in the diet restores the capacity
to concentrate the urine [22], as also found in BRD rats.
Urine density increased significantly in the CD rats during
the trajectory to adulthood, whereas in the BRD group,
despite the greater loss of Na™ (Fig. 2a), it remained lower
and constant, indicating that the countercurrent system had
failed.
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Fig. 3 Undernutrition decreases activity and targeting of
(Nat + K™)ATPase to the basolateral membranes in kidney proximal
tubule cells and increases the activity of the ouabain-insensitive
Nat-ATPase. a (Na™ + K")ATPase was measured in the whole
homogenate and in the membrane-enriched fractions of CD (filled
bars) and BRD rats (empty bars), as indicated on the abscissa. The
reaction medium was (in mmol/l) 5 MgCl,, 50 bis-Tris-propane (pH
7.4), 120 NaCl and 0.2 mg protein/ml (final concentration). The
fractions were preincubated at 37 °C in the above medium in the
absence or presence of 1 mmol/l ouabain for 10 min. Reactions
(0.5 ml) were started by adding ATP and KCI (5 and 24 mmol/l,
respectively, final concentrations) and stopped 10 min later by adding
1.5 ml activated charcoal in 0.1 mol/l HCI. After centrifugation
(600 x g), aliquots of the supernatants (0.5 ml) were collected to
measure the amount of P; released. The (Na™ + KT)ATPase activity
was calculated as the difference between P; released in the absence
and the presence of ouabain. Values are mean £+ SEM, n = 10;
*P < 0.001 (t-test) with respect to the corresponding membrane
preparation from diet-matched rats (a). b Representative immunode-
tection of (Na™ + KT)ATPase a1-catalytic subunit (arrow at 110 kDa)

If removal of water along the descending portion of
Henle’s loop is compromised, passive NaCl efflux along
the thin ascending limb is also decreased because the
intraluminal fluid remains dilute. So, more water and Na™
(in dilute solution) will reach the final segments of the
nephron than under normal conditions [14]. In the col-
lecting duct, the increased tubular fluid flow rate will
impair Na™ (and water) reabsorption, even in the case of
increased Ang II and aldosterone plasma levels. BRD rats
develop hypertension from 14 weeks of age, a clear signal

o

Membranes
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Na*-ATPase activity/renal mass
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Membranes

o

in the membrane fractions from the experimental groups shown in a and
densitometric analysis of the immunodetection patterns, calculated by
the ratio between the luminescence intensity (western blotting) and
the staining intensity of the corresponding protein band. Values are
mean + SEM, n = 3; *P < 0.05 (¢ test) with respect to the corre-
sponding diet-matched membrane preparation. ¢ Absolute activity
values of ouabain-insensitive Na*-ATPase activity measured in the
membrane-enriched fraction from CD (filled bars) and BRD (empty
bars) rats. The membranes were preincubated with 2 mmol/l ouabain at
37 °C for 10 min and then added to the assay medium (0.5 ml; 0.2 mg
protein/ml, final concentration) containing (in mmol/l) 10 MgCl,, 20
Hepes—Tris (pH 7.0), 120 NaCl and 5 ATP (3—5 Bg/nmol). The reaction
was stopped after 15 min by adding 1.5 ml of 0.1 mol/l HCl-activated
charcoal. After centrifugation (600 x g), aliquots of the supernatants
(0.5 ml) were counted in a liquid scintillation counter to measure the
3P, released. The Na*-ATPase activity was calculated from the
difference between the *?P; released in the absence and in the presence
of 2 mmol/l furosemide. d Na*-ATPase activity normalized for renal
weight (KW). Values are mean + SEM, n = 13; *P < 0.001 (7 test)
with respect to the corresponding diet-matched group

that cardiovascular alterations occur in young rats and this
could be associated with hyperactivity of the systemic
renin/Ang II/aldosterone axis. The impaired distal handling
of fluid would be aggravated by the lower interstitial
osmolality [22], finally leading to increased excretion of a
diluted urine, as shown in Fig. 2¢, d, despite the increased
loss of Na™ (Fig. 2a). In addition, arrival of a more diluted
fluid than usual at the macula densa region will evoke renin
release and consequently activate the renin—angiotensin
system and aldosterone release, further increasing the
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blood pressure, as found in BRD rats. Impaired distal Nat
handling is confirmed by the observation that besides the
huge increase in proximal Na® reabsorption, the Na™
excretion in BRD rats is augmented by 100 and 350% at 8
and 17 weeks of age, respectively, with respect to CD
animals (Fig. 2a). Whereas, at the same ages, the dietary
Na' intake in the malnourished group was 50 and 200%
higher than that for the CD group.

Glomerular filtration rate increases in normal rats fed
with a high-salt diet [32], whereas the opposite was found
in diabetic animals in association with disturbed tubulo-
glomerular feedback [33], an indication that renal handling
of water and salt is affected by metabolic imbalances.
These alterations may later contribute to rendering the
kidney more susceptible to prolonged injury. This proposal
also emerged in a recent paper [38] on the effects of
intrauterine growth restriction: altered nephrogenesis with
normal behavior of the renin—angiotensin system would
evolve toward impaired renal responses in postnatal life.

From the results described in the present work, we
conclude that the alterations in proximal Na™ pumps and in
distal Na* handling may constitute the molecular link
between undernutrition and adult metabolic, renal and
cardiovascular dysfunctions.
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