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RESUMO. A m4 nutri¢do durante a gravidez causa adaptacdo metabdlica e/ou estrutural permanente
na prole. A glandula adrenal produz vérios hormoénios esterdides durante a gravidez. Assim, este
estudo teve como objetivo avaliar a influéncia da dieta durante a gestacdo sobre as glandulas
adrenais de ratas Wistar. Para isso, ratas Wistar prenhes de 10 semanas (p, n=15) e ratas ndo prenhes
(np, n=15) foram divididas em trés grupos e receberam dieta controle normoproteica (C, 17% de
caseina, n=5), dieta hipocalorica isocaldrica (PR, 6% de caseina, n=5) e 50% de restrigdo calorica
(RC, 50% da dieta consumida pelo grupo C), durante um periodo de 21 dias. No 21° dia de gestacao
(grupos 21dG, p) ou no 21° dia de dieta (grupos np), apos aprofundamento anestésico, a glandula
adrenal direita foi coletada, pesada (massa total) e preparada para inclusdo em Paraplast® para
exame histomorfométrico e analise imuno-histoquimica (Ki-67, receptores de glicocorticoides (GR)
e receptor de mineralocorticoide (MR)) nas diferentes areas da glandula. Os dados, expressos como
média + DP, foram avaliados por analise de variancia unidirecional com pos-teste de Tukey (p <
0,05). CR na gravidez aumentou a quantidade de receptores GR, MR e Ki-67 na glandula adrenal. O
grupo npRC apresentou maior reatividade de GR em comparacdo com os animais que receberam
uma dieta normal. A restri¢do proteica na gravidez diminui a RM adrenal. Os resultados permitiram
concluir que, mesmo sem alterar o peso das glandulas adrenais, o grupo pRC foi 0 que mais sofreu
estresse durante o estudo, sugerindo que a RC associada a gravidez pode causar alteragdes
morfofuncionais nas glandulas adrenais.

Palavras-chave: Restricdo calorica, Restricdo proteica, Gravidez, Adrenal, Receptores de
glicocorticdides/mineralocorticoides.

ABSTRACT. Poor nutrition during pregnancy causes permanent metabolic and/or structural
adaptation in offspring. The adrenal gland produces various steroid hormones during pregnancy.
Thus, this study aimed to evaluate the influence of diet during pregnancy on the adrenal glands of
Wistar female rats. For this, 10-week-old pregnant Wistar rats (p, n=15) and non-pregnant rats (np,
n=15) were divided into three groups and received a normoproteic control diet (C, 17% casein, n=5),
isocaloric low-protein diet (PR, 6% casein, n=5), or 50% calorie restriction (CR, 50% of the diet
consumed by group C), over a period of 21 days. On the 21 day of gestation (21dG, p groups) or on
the 21 day of diet (np groups), after anesthetic deepening, the right adrenal gland was collected,
weighed (total mass), and prepared for inclusion in Paraplast® for histomorphometric and
immunohistochemical analysis (Ki-67, glucocorticoid receptors (GR), and mineralocorticoid receptor
(MR)) in the different areas of the gland. Data, expressed as the mean + SD, were evaluated by one-
way analysis of variance with Tukey's post-test (p < 0.05). CR in pregnancy increased the amount of
GR, MR, and Ki-67 receptors in the adrenal gland. The npRC group showed highest GR staining
compared to the animals that received a normal diet. Protein restriction in pregnancy decreases
adrenal MR. The results allowed us to conclude that even without altering the weight of the adrenal
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glands, the pRC group suffered the most from stress during the study, suggesting that CR associated
with pregnancy can cause morphofunctional changes in the adrenal glands.

Keywords: Caloric restriction, Protein restriction, Pregnancy, Adrenal,
Glucocorticoid/mineralocorticoid receptors.

INTRODUCAO

As glandulas adrenais (GA) s@o estruturas bilaterais localizadas acima do polo superior dos
rins. Em mulheres jovens saudaveis, o GA ¢ rosa, lisa e opaca. Nos homens, ¢ um 6rgdo menor e
mais avermelhado que aparece levemente transliicido. Quando seccionado, o tecido ¢ macio, ¢ a
medula, com aspecto arredondado a oval, ¢ centralizada e de cor vermelho escuro. Em termos de
peso, a glandula adrenal é aproximadamente 25% mais pesada nas mulheres do que nos homens, pois
as mulheres t€ém um cortex mais largo, mas a medula tem o mesmo tamanho em ambos os sexos
(HARDY; COOPER, 2010). Histologicamente, ¢ dividida em cértex e medula e atua como um
regulador essencial da resposta ao estresse (KANCZKOWSKI; SUE; BORNSTEIN, 2017). Em
ratos, as glandulas adrenais estdo emparelhadas acima dos rins; a direita estda um pouco medial ao
polo superior e intimamente conectada a ele, enquanto a GA esquerda estd acima deste orgdo
(DUNN, 1970).

A restri¢cdo caldrica (CR) ¢ definida como uma redug¢do na ingestdo caldrica abaixo do

habitual ad libitum sem desnutricdo, o que geralmente representa uma diminui¢do de 10 a 40% na
ingestao caldrica sem reducdo no contetido nutricional da dieta (BAGHERNIYA et al., 2018). Isso
resulta em um atraso no envelhecimento, prolongamento da expectativa de vida maxima e média em
animais de diferentes espécies e uma diminuicdo significativa de doencas cardiovasculares, diabetes,
doengas neurodegenerativas e canceres (AL- REGAIEY, 2016) .
A restricdo proteica (RP) pode ser definida como a restrigdo da ingestdo de aminoédcidos sem
desnutricdo (YOUNGMAN, 1993). Estudos em leveduras e moscas mostraram que a restricdo de
aminoacidos promove longevidade e protecdo. Em roedores, a restricio de proteina prolonga a
expectativa de vida e alivia os fenotipos nocivos associados ao envelhecimento (MIRZAEI;
RAYNES; LONGO, 2016).

Outros beneficios significativos para a saude da restricdo nutricional também foram
demonstrados, incluindo diminuicdo da angiogénese tumoral (HAWRYLEWICZ et al., 1982;
YOUNGMAN; CAMPBELL, 1992), enzimas antioxidantes que aumentam as defesas (LAMMI-
KEEFE et al., 1984), respostas imunologicas aprimoradas (JOSE; GOOD, 1973; BELL et al., 1990)
e reducdo do colesterol sérico total (TERPSTRA et al., 1981; YOUNGMAN, 1987). Animais PR
geralmente tém um tamanho corporal menor (YOUNGMAN; CAMPBELL, 1992) e mais ativos
fisicamente (KRIEGER et al., 1988). Além disso, tanto PR (YOUNGMAN; PARK; AMES, 1992)
quanto RC (LOK et al., 1990) diminuem significativamente as taxas de divisdo celular em muitos
tecidos (YOUNGMAN, 1993).

Durante o periodo gestacional, inimeras mudangas ocorrem no corpo para atender as
necessidades da mae e do feto. Entre essas alteragdes estdo o acumulo de tecido adiposo materno, o
aumento da taxa de metabolismo junto com o aumento do débito cardiaco e da frequéncia
respiratdria € uma maior ingestao calorica, o que € essencial para uma gravidez que ndo traga riscos
para a gestante e muito menos para a prole (KING, 2000).

Durante a gestagdo, o metabolismo dos nutrientes sofre ajustes decorrentes das alteracdes
hormonais, da demanda do feto e da oferta materna de nutrientes, principalmente na ultima metade
da gestagdo, periodo de maior crescimento do feto. Essas transi¢des, juntamente com habitos
comportamentais, mudangas na quantidade de alimentos consumidos ou gastos de energia, escolhas
alimentares ou tipo de atividade fisica das maes, aumentam os ajustes fisioldgicos necessarios
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durante a gravidez. Entretanto, quando a adaptacdo fisioldgica do organismo ¢ ultrapassada nessa
fase, o desenvolvimento fetal pode ser prejudicado (KING, 2000).

A nutricdo deficiente durante a gravidez resulta em adaptagdes metabolicas e/ou estruturais
permanentes na prole. Fémeas com deficiéncia caldrica ou desnutri¢do durante a gravidez afetam sua
prole, aumentando o risco de desenvolver patologias na vida adulta, como sindrome metabolica,
obesidade, doencas cardiovasculares e diabetes mellitus tipo 2 (CHANGO; POGRIBNY, 2015).
Sabe-se que as fémeas gravidas podem sofrer aumento da pressdo arterial (GAO; YALLAMPALLI;
YALLAMPALLI, 2012), juntamente com alteragcdes no sistema imunologico (THIELE; DIAO;
ARK, 2017), além de estarem sujeitas as alteragdes em sua GA durante o periodo gestacional.

Embora progressiva, houve uma redu¢do do numero de individuos desnutridos na sociedade
atual. Os padrdes alimentares da sociedade contemporanea tém sofrido mudangas devido aos
avancos nas tecnologias de producdo e industrializacdo de alimentos. Outros fatores também
mudaram, como a assimilagdo de padrdes culturais e modificacdo de habitos de vida. Assim, hoje,
questdes importantes relacionadas ao impacto da restrigdo nutricional no metabolismo devem ser
avaliadas em modelos animais. As mudangas no GA durante a gravidez em ratas sdo pouco
compreendidas. Dada a importancia dessa glandula na produ¢do de hormonios no sexo feminino,
descrever as alteracdes induzidas pela restrigdo alimentar na gravidez ¢ essencial para entender sua
fisiologia. Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar a organizagdo morfofuncional da glandula
adrenal em ratas Wistar adultas jovens submetidas a restricdo nutricional (CR e PR),
independentemente do estado de gestacao.

METODOLOGIA
Procedimento experimental

O estudo foi realizado de acordo com as normas estabelecidas pela Lei Arouca, aprovadas
pelos principios éticos de pesquisa com animais adotados pelo COBEA e pelo Comité de Etica no
Uso de Animais do Centro Universitario da Fundacdo Herminio Ometto-FHO, parecer 062/2016.
Ratos Wistar fémeas (10 semanas de idade, pesando aproximadamente 250-300 g) foram submetidos
a acasalamento. Uma vez verificada a presenga de espermatozoides no lavado vaginal, esses animais
foram denominados grupo prenhe (p, n = 15) e o outro grupo de ratas ndo prenhes foi denominado
grupo ndo prenhe (np, n = 15). Apds a separacdo dos grupos, os ratos foram divididos em trés
subgrupos: os que receberam uma dieta controle normoproteica (C, 17% caseina, n=5), uma dieta
isocalorica hipoproteica (RP, 6% caseina, n=5), ou restricdo caldrica de 50% (RC, 50% da dieta
consumida pelo grupo C, n=5) por um periodo de 21 dias. As dietas foram calculadas diariamente,
considerando o peso da quantidade ofertada e a quantidade que sobrou para os controles, ou seja, a
quantidade ingerida pelo grupo controle. A partir disso, 50% foi calculado para o grupo RC. Os ratos
foram mantidos em gaiolas individuais em ambiente com temperatura controlada (21 + 1° C) com
ciclo claro/escuro de 12 horas e livre acesso a agua. No 21° dia de gestag¢do (animais 21dG, P) ou no
21° dia de dieta (grupos NP), apds anestesia profunda com quetamina (100 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg), as adrenais direitas dos animais foram coletadas, pesadas e processadas para andlise
estrutural.

Crescimento corporal e consumo de alimentos
Os ratos foram pesados uma vez por semana nos dias 0, 7, 14 e 21 do estudo experimental (ou
gestacional). A dieta foi pesada diariamente durante 21 dias. Além da curva de crescimento, foi

determinado o ganho de massa apds a subtracdo das massas iniciais. O consumo de ragdo foi
determinado pela diferenca entre o peso da racao adicionada e a ragdo restante nas gaiolas.
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Processamento para o estudo histomorfométrico da adrenal

Apbs a remogdo, as adrenais foram pesadas e imersas em solu¢do fixadora contendo
formaldeido a 10% em tampao Millonig pH 7,4 por 24 horas em temperatura ambiente. Em seguida,
as pecas foram lavadas em tampao e submetidas aos procedimentos padrao de inclusdo em parafina
(Paraplast ® - Merck). Cortes transversais de 5 um de espessura foram submetidos a coloragdo de
hematoxilina-eosina. Foram utilizadas trés amostras para cada um dos cinco cortes obtidos da regido
mediana de cada um dos trés animais em cada tratamento. As imagens de bidpsia foram capturadas
em um microscopio Leica DM2000 usando o software Leica Application Slite (versdo 3.3.0).

A partir das imagens, o programa Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
EUA) foi calibrado para medir as areas do cortex e da medula, medindo a barra de escala dividida
pelo seu valor (50 pm), o que resultou em um valor de 8,68 um/pixel. Apds esse processo, iniciaram-
se as medidas pelo contorno e mensuracdo da area total e area medular. A érea total foi subtraida da
area medular, que deu a area cortical adrenal. Apés a medicao, foram calculadas as seguintes razoes:
area cortical/area total, &rea medular/area total e massa adrenal/massa do animal. Todo o processo foi
realizado para todos os grupos, e os resultados foram comparados estatisticamente.

Quantificagdo de fibras colagenas

Cortes transversais de 5 pm de espessura foram corados pela técnica de tricromio de Mallory.
Foram utilizadas trés amostras para cada um dos cinco cortes obtidos da regido mediana de cada um
dos trés animais em cada tratamento. As imagens de bidpsia foram capturadas em um microscopio
Leica DM2000 usando o software Leica Application Slite (versdo 3.3.0). As imagens foram
analisadas com o software Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA) por
deconvolugao de cores ¢ analisadas estatisticamente.

Andlise imuno-histoquimica

Foram avaliados a expressdo de receptores de glicocorticoides (GR), receptores de
mineralocorticoides (MR) e do antigeno Ki-67 nas glandulas adrenais de ratas adultas jovens
gestantes e ndo gestantes submetidas a diferentes protocolos nutricionais. Todos os procedimentos
foram realizados de acordo com o protocolo estabelecido por GIANCHINI et al. (2007).
Resumidamente, a recuperacdo antigénica foi realizada por imersdo da lamina silanizada em solugao
de citrato de sodio (10 mM, pH 6,0) por 40 min a 95°C. Cada etapa foi seguida por lavagem com
PBS. Todas as etapas foram realizadas em camara umida sob cuidados para evitar a desidratacao dos
cortes. A incubagcdo com o anticorpo primdrio foi realizada incubando os cortes com anti-GR
(camundongo monoclonal, Santa Cruz, EUA), anti-MCR (camundongo monoclonal, Santa Cruz,
EUA) e anti-Ki-67 (camundongo monoclonal, Santa Cruz , EUA) que foram diluidos 1:200 em PBS
contendo 3% de albumina bovina (v/v) durante a noite a 4°C. Apo6s a reagdo do anticorpo primario,
foi utilizado um kit Novolink Polymer Detection Systems (RE7280K; Leica Biosystems Newcastle
L10, Newcastle Upon Tyne, Reino Unido) contendo o anticorpo secundario. Apds lavagem em PBS,
a reagdo da peroxidase foi visualizada utilizando DAB (3,3'-diaminobenzidina) do mesmo kit. Para
cada reacdo imuno-histoquimica foi realizado um controle negativo omitindo-se o anticorpo
primério. Os cortes foram examinados em fotomicroscopio Leica DM2000 em imagens digitalizadas
com o auxilio do programa Sigma Scan Pro 5.0™ e avaliadas por area (um?) com o software Image J
(National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA). A quantificacdo baseou-se na decomposicao da
imagem imuno-histoquimica em trés cores bdsicas: marrom (imuno-histoquimica), roxo
(hematoxilina de Harris) e verde (fundo de laminas de vidro). A andlise morfométrica,
correspondente a cor marrom, foi realizada por meio da func¢do limiar (Imagel), e os
anticorpos/marcadores foram medidos como a porcentagem do total de pixels em cada imagem
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(LANDINI; MARTINELLI; PICCININI, 2021). Os dados sao relatados como a area percentual do
respectivo anticorpo.

Analise estatistica

Os dados foram comparados por andlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste post-hoc
de Tukey usando o software GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc. La Jolla, CA, EUA) com
nivel de significancia de 5% (p < 0,05, n=5). Os resultados foram expressos como média + desvio
padrido (X + DP) e posteriormente representados como percentual de variacdo em relacdo aos
controles, aos quais foi atribuido o valor de 100%.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Efeito da restri¢do nutricional nas caracteristicas anatomicas

O ganho de massa corporal dos ratos foi analisado por meio da pesagem semanal dos animais
no tempo 0 (dia de acasalamento) e no 7°, 14° e 21° dias de gestacao (Figura 1). Ao longo do periodo
de estudo, o grupo de animais pC apresentou curva de peso ascendente, indicando que o crescimento
esperado ocorreu durante a gestagdo, enquanto no grupo pRC houve perda de peso nos primeiros 14
dias em relag@o ao peso inicial, com ganho de massa apenas na ltima semana de gravidez. O grupo
pRP também apresentou menor ganho de massa corporal. Houve diminui¢ao gradativa do consumo
semanal de dieta nos grupos quando avaliados da 1* a 3" semana gestacional. A gestacdo e/ou dieta
ndo alteraram a massa da glandula adrenal direita.
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Figura 1. Restricdo nutricional em ratas prenhes e ndo prenhes. A) Massa corporal de animais gestantes ¢ ndo gestantes.
B) Consumo de alimentos. C) Consumo alimentar total dos animais. D) Ganho de peso total dos animais (n = 5). E)
Massa das glandulas adrenais direitas apos eutanasia. Média + DP (n = 6; p < 0,05). (ANOVA, poés-teste de Tukey).

Efeito da restri¢do calorica na histomorfometria da glandula adrenal

Nao houve diferenga significativa entre os grupos experimentais para as areas cortical,
medular e total. No entanto, a diferenca foi evidente na relagdo massa adrenal/massa animal, com os
grupos npC , pC e pRP apresentando valores menores do que o grupo npRC . Os grupos pRC e npRP
apresentaram valores superiores a pRP e pC, que foram estatisticamente menores que os de npRP

(Figura 2).
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Figura 2. Histomorfometria das glandulas adrenais . A) Area cortical. B) Area medular. C) Area total. D) Razdo entre a
area cortical e a area adrenal total. E) Razao entre a area medular e a area adrenal total. F) Razdo entre a massa adrenal e
a massa corporal do animal (n = 5). Média = DP (n = 6; p < 0,05). (ANOVA, pos-teste de Tukey).

Quantificagdo de fibras colagenas

Na quantificacdo de fibras colagenas pelo tricromico de Mallory, a zona glomerular do grupo
pRC apresentou a menor quantidade de area de tecido conjuntivo (coldgeno) em relacdo ao grupo
npC (Figura 3A). Nas demais areas, ndo houve diferenca entre os grupos (Figura 3).

A e 3 nor

Connective tissue (Collagen)
- Zona Glomerulosa (%)

= Connective tissue (Collagen)
Connective tissue (Collagen) - ZonaFasciculata (%)
- Zona Reticularis (%)

Connective tissue (Collagen)
—Medulla (%)

@ & F
QQOQGQQ('Q"‘&QQQ




aohlma

UF W ﬁ.i
y H
REVISTA o, o @
oo | ENSAIQS PIONEIRSS Revista Cientifica da Rede Pioneira | USF | FHO | UNIFEOB

v o
ISSN 2595-3443

Figura 3. Area analisada de tecido conjuntivo (colageno) na glandula adrenal. Quantificagdo de tecido conjuntivo
(colageno em azul), em porcentagem, nas areas das glandulas adrenais pela coloragdo Tricromico de Mallory. Ampliacao
final — 200x. A) Zona glomerular. B) Zona fasciculada. C) Zona reticulada. D) Zona medular. Média + DP (n = 5; p <

0,05). (ANOVA, pos-teste de Tukey).
Divisao celular nas glandulas adrenais avaliada usando o marcador Ki-67

O grupo pRP teve um numero reduzido de células em divisdo na zona glomerular em
comparagdo com os grupos pC e pRC . Entre os grupos controle, o pC apresentou maior proliferacao
celular do que o npC . Na zona reticular , os grupos nutricionalmente restritos, npRC e npRP ,
apresentaram maior reatividade ao Ki-67 do que o grupo npC . Nas zonas reticular e medular, o
grupo npRP apresentou maior niumero de células em divisdo do que o grupo pRP (Figura 4).
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Figura 4. Imuno-histoquimica para niveis de antigeno Ki-67 (em porcentagem). Marca¢des de nlicleo marrom escuro
(marcagoes mais fortes) ¢ marrom claro (marcagdes mais fracas) em suas respectivas areas da glandula adrenal.
Ampliagdo final — 200x. A) Zona glomerular. B) Zona fasciculada . C) Zona reticular, D) Zona medular. Média + DP (n
=5;p <0,05). (ANOVA, pos-teste de Tukey).

Efeito das dietas em GRs nas gldndulas adrenais
A zona glomerulosa (Figura 5A) do grupo npRC apresentou a menor expressio de GR em

comparacdo com os grupos npC , pC e pRC . Os grupos npRP e pRP apresentaram menor quantidade
de marcagdo para este receptor do que os grupos npC , pC e pRC . A expressdo do receptor GR foi
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menos marcada no grupo npRP do que no grupo npC . O grupo pRP apresentou mais RG na zona
glomerulosa e fasciculada do que os grupos pC e pRC (Figura 5).
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Figura 5. Imuno-histoquimica para receptor de glicocorticoide (GR) (em porcentagem). Marcagdes tanto no citoplasma
quanto no nucleo: marrom escuro (marcagdes mais fortes) e marcas marrom claro (marcagdes mais fracas) em suas
respectivas areas da glandula adrenal. Ampliagdo final — 200x. A) Zona Glomerular. B) Zona fasciculada. C) Zona
reticular. D) Zona medular. Média = DP (n = 5; p <0,05). (ANOVA, pos-teste de Tukey).

Efeito da dieta nos receptores de mineralocorticoides (MR) nas glandulas adrenais

Nao houve diferenca entre os grupos de controle nas quatro zonas da glandula adrenal. No
entanto, o grupo pRC apresentou maior presenga de marcagdes RM do que os outros cinco grupos.
As zonas fasciculadas e reticuladas no grupo pRP mostraram menos receptores do que as do grupo

npRP (Figura 6).
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Figura 6. Imuno-histoquimica para receptor de mineralocorticoide (MR) (em porcentagem). Marcagdes no citoplasma e
no nucleo; marrom escuro (marcagdes mais fortes) e marrom claro (marcagdes mais fracas) em suas respectivas areas da
glandula adrenal. Ampliagdo final — 200x. A) Zona glomerulosa. B) Zona fasciculada . C) Zona reticular. D) Zona
medular. Média = DP (n = 5; p <0,05). (ANOVA, poés-teste de Tukey).

Neste estudo, investigamos se RP e RC durante a gravidez poderiam modificar a morfologia
da glandula adrenal, bem como a expressao de receptores de glicocorticoides e mineralocorticoides.
Durante todo o periodo experimental, os animais apresentaram curvas ascendentes de massa
corporal, indicando crescimento gestacional normal.

A RC foi validada pela menor ingestdo alimentar do grupo pRC durante o periodo
experimental. De acordo com a literatura, as maes submetidas a RC, além de terem filhos com menor
peso ao nascer, também apresentam menor massa corporal durante a gravidez (BARKER, 2002).
Outro achado que valida nosso estudo ¢ a curva ascendente do grupo pC, o grupo de gestantes que
mais ganhou massa durante a gestagdo. Uma dieta materna pobre em proteinas reduziu
significativamente o ganho de peso durante a gravidez (COTTRELL et al., 2012).

Virios estudos na literatura t€ém demonstrado que a massa da glandula adrenal ¢ restrita, seja
na prole ou nas maes, corroborando os dados encontrados neste estudo (ROSENBROCK et al.,
2005). HUSEBY et al. (1945) e BOUTWELL et al. (1948) mostraram que CR em ratos resultou em
hipertrofia adrenal sem necessariamente aumentar o peso do rato (KRITCHEVSKY, 2001).
Resultados contrarios foram observados em outros estudos, nos quais foi observado um aumento da
massa adrenal no RC materna de 50% durante a tGltima semana de gravidez (ELEFTHERIADES;
CREATSAS; NICOLAIDES, 2006) e uma menor massa adrenal foi observada (LIANG; ZHANG;
ZHANG, 2004).

Nao ha estudos especificos sobre relacdes de massa adrenal/massa animal com restricdo de
calorias ou restricio de proteinas. Curiosamente, entre os grupos de gravidez com restricao
nutricional, o grupo pRP apresentou uma relacdo massa adrenal/massa animal menor do que o grupo
pRC. Em um estudo de restricdo de sodio durante a gravidez, houve um aumento de 33% na



d.~§°‘=
9, x 3

REVISTA o, o8 @
ENSAIOS PIONEIROS
‘@ Q.:

UNIVERSIDADE SAO FRANCISCO

Revista Cientifica da Rede Pioneira | USF | FHO | UNIFEOB
ISSN 2595-3443

espessura da zona glomerulosa em ratos. A combinagdo de restri¢do dietética de sddio e gravidez
causou um aumento de 167% na espessura da zona glomerulosa. H4 uma relagdo direta entre o
nimero de células e a largura da zona, indicando que a hiperplasia acompanha a hipertrofia da zona
glomerulosa (POHANKA; PIKE, 1970), o que ndo foi observado neste estudo, e as areas corticais e
medulares ndo apresentaram diferengas significativas entre os grupos. Estudos futuros sao
necessarios para se verificar a presenga de hiperplasia em uma zona especifica.

Na presenca de inflamacdo ou dano tecidual, o coldgeno tipo I estd presente na remodelagao
do local danificado (GONZALEZ et al., 2016). Para verificar se a restricdio em conjunto com a
gravidez resultaria em aumento da deposicao de fibras colagenas na GA foi empregada a técnica de
tricromio de Mallory. Nao foram observadas diferencgas entre os grupos gestante e com restricao
nutricional, o que confirma os dados anteriores sobre a auséncia de alteragdes na espessura das areas
corticais e medulares. Somente na zona glomerulosa, o grupo npC apresentou maior deposi¢do de
fibras coldgenas em relacdo aos grupos pRC. O cortisol ¢ conhecido por ser responsavel pela
degradacdo de proteinas (SILVERTHOR, 2010). Notamos, mesmo que discretamente, que o grupo
nRC apresentou menor quantidade de fibras coldgenas nas areas GA, o que pode indicar que o RC
aumenta o estresse e consequentemente o cortisol.

O Ki-67 ¢ expresso em nucleos celulares durante a proliferacdo (SUN; KAUFMAN, 2018),
como uma forma do tecido reparar células danificadas ou atender as demandas do 6rgdo. Sua
expressao foi maior nos grupos com gestacao sem restricdo, com maior proliferagao celular em todas
as quatro areas da glandula adrenal quando comparada as ratas ndo gestantes, corroborando os dados
da literatura (POHANKA; PIKE, 1970).

Em relagdo a zona glomerular, observou-se que a gestagdo com alimentacao controlada e com
RC tiveram aumento da prolifera¢do celular no GA em relacdo as ndo gestantes, sugerindo possivel
hiperplasia e hipertrofia nestes grupos. O inverso ocorreu na gestacdo com RP, que apresentou menor
prolifera¢do celular do que os grupos npRP. Apesar da literatura ndo relatar estudos especificos do
KI-67 na RP, alguns estudos sobre a proliferacdo celular na RC podem explicar esse fenomeno.
Estudos desse tipo indicaram uma redug¢do na proliferagdo celular em queratindcitos, células
hepaticas, células epiteliais mamarias, células T esplénicas e células prostaticas em 30 a 50% RC
(BRUSS et al., 2011; HSIEH et al., 2004; LOK et al., 1990), diminui¢do da proliferagao de células
basais na mucosa olfatéria de camundongos (IWAMURA et al., 2019), e diminuicdo da proliferagido
celular e aumento da morte celular apoptotica (DUNN et al., 1997). O resultado oposto foi observado
apenas em algumas areas do cérebro, como aumento da neurogénese no giro denteado do hipocampo
e na zona subventricular (KUMAR et al., 2009; PARK ef al., 2013; IWAMURA et al., 2019). Em
estudos com ovelhas no ultimo trimestre de gestagdo, o cortex adrenal mostrou figuras mitoticas
dispersas ocasionais na zona glomerulosa (HILL ef al., 1984).

O tnico estudo que abordou os resultados da proliferacao celular na GA foi conduzido com
uma dieta pobre em sodio, onde foi observado um aumento nas células da zona glomerulosa
juntamente com um aumento na secrecdo de aldosterona (ENNEN; LEVAY-YOUNG;
ENGELAND, 2005). INOMATA e SASANO (2015) identificaram maior atividade mitdtica no AG
humano na regido entre a zona glomerulosa e a zona fasciculada.

COLINA et al. (1984) observaram que animais submetidos a restricdo nutricional, sem
prenhez, apresentaram maior atividade proliferativa nas zonas reticular e medular em relacdo ao
grupo npC, embora em animais alimentados com dieta normal ndo prenhe, a atividade mitdtica
estava ausente em todo o cortex adrenal. Esse achado indica que as dietas RC e RP podem aumentar
o numero de células nessas zonas GA.

Niveis elevados de Ki-67 e expressdo de aldosterona circulante foram associados ao
tratamento com antagonistas de MR em ratos hipertensos, o que foi observado por imuno-
histoquimica de células ZG. Isso sugere que quanto maior a demanda hormonal pelo organismo,
mais as células se multiplicam para suprir os hormdnios (PEREIRA et al., 2021). Isso pode ter
ocorrido nos grupos que apresentaram maior proliferacao celular, principalmente no grupo pRC.
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Os glicocorticoides sintetizados ou secretados podem desempenhar um papel importante na
regulacdo direta da proliferacdo e fungdo das células adrenocorticais em condigdes fisiologicas
(SAITO et al., 1979). A expressao de GR no cortex adrenal humano foi originalmente demonstrada
por LOOSE et al. (1980) e posteriormente confirmado em investigacdes mais recentes (PAUST et
al., 2006; ASSER et al., 2014). Em humanos, o GR ¢ expresso no cortex adrenal com fungdes
paralelas as encontradas em outros tecidos (BRIASSOULIS et al., 2011; SPIGA et al., 2017). Além
de seu efeito na hipdfise e no hipotdlamo, o cortisol pode afetar sua propria sintese por meio de um
mecanismo de feedback local dentro da glandula adrenal (GJERSTAD; LIGHTMAN; SPIGA, 2018).
MR e GR estdo presentes nas zonas glomerulosa, fasciculada e reticulada da GA em humanos
(BOULKROUN et al., 2010), e em camundongos com restricdo de sddio/sem sédio foram altamente
expressos em células ZG e ZF/ZR (CHONG et al., 2017).

GR e receptores MR foram observados em ratos recém-nascidos cujas maes sofreram
restricdo alimentar de 50% durante uma semana de gesta¢do. A restricdo alimentar induz um atraso
em crescimento intrauterino, interrompe o eixo HPA e diminui o peso adrenal, o que ndo foi
observado neste estudo. Além disso, camundongos recém-nascidos mostraram uma redugdo no
mRNA MR e GR no hipocampo, redu¢do do mRNA do CRH nos nucleos paraventriculares do
hipotalamo e redugdo do plasma niveis de horménio adrenocorticotrofico (LEONHARDT et al.,
2002). O mesmo foi observado no hipotalamo da prole com PR materna (BERTRAM et al.,, 2001), o
que confirmou nossos resultados para GR no grupo pRP, que foi menor do que no grupo pC. O
inverso ocorreu nos niveis de expressdo de GR mRNA, que foram significativamente maiores no
rim, pulmao, figado e hipocampo de filhotes fetais e neonatais no final da gestagdo (20 dias) e em
filhotes de 12 semanas expostos a RP materno, sugerindo que esse aumento ¢ persistente ao longo da
vida (BERTRAM et al., 2001). A marcagdo de RM mostrou que na zona glomerulosa e reticular,
houve maior marca¢do no grupo pRP do que no grupo npRP , o que sugere que a gravidez influencia
o aumento de RM, com os glicocorticoides ativando RM na maioria dos tecidos em niveis basais € o
GR em estresse niveis (GOMEZ-SANCHEZ; GOMEZ-SANCHEZ, 2014).

Os tecidos adiposos adrenal, renal, hepatico, pulmonar e perirenal, onde foi demonstrada a
persisténcia de aumentos especificos de tecido em GR, tipo 11B- hidroxiesterdide desidrogenase. 1-
11bHSDI1 (que transforma a cortisona em cortisol) e o receptor da angiotensina II tipo 1 (AT1),
foram observados aumento na expressdo da 11B- hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2-11bHSD2pa
(que oxida o cortisol). J& nas adrenais e rins de recém-nascidos, em resposta a um periodo definido
da restricdo materna de nutrientes durante o inicio da gravidez, foi observado redu¢do. Os autores
inferiram que a expressdo génica ¢ programada pela disponibilidade de nutrientes para o feto antes
do nascimento (BERTRAM et al., 2001). Isso pode explicar o grande aumento dos receptores MR e
GR no grupo pRC ; devido a restri¢do alimentar, houve maior producdo de cortisol e estresse pela
maior expressao de MR e GR.

Desnutri¢do em ratas prenhes causa uma diminui¢do na expressdo de GR mRNA na GA
devido ao estresse, o que aumenta a producdo materna de corticosterona. Isso torna os tecidos mais
sensiveis a concentragdo de corticosterodides. Isto por sua vez estimula O expressdo de HSD11B1 em
ratos (KHORRAM et al., 2011) causando excesso de corticosterona no plasma materno e fetal,
regulando negativamente GR e RM fetais e comprometendo o eixo de feedback HPA na infancia e
na idade adulta (VALSAMAKIS; CHROUSOS; MASTORAKOS, 2019). Embora os grupos nao
tenham sofrido desnutri¢do nas zonas glomerular, fasciculada e medular, o grupo pRC apresentou
maior marcacao para GR quando comparado ao grupo pRP, € 0 mesmo se repetiu para a coloracao
MR nas quatro zonas da GA. Os resultados sugerem que os grupos podem ter experimentado estresse
de restricdo, com o CR tendo um impacto nas ratas durante a gravidez em comparacdo com o RP. No
entanto, os resultados foram diferentes dos encontrados na literatura, pois ndo houve regulacio
negativa dos receptores, pois os niveis de expressao de MR e GR foram maiores no grupo pRC.

A regulacdo negativa dos receptores foi notada pela marcacdo GR mais baixa no grupo npRC
do que no grupo npC. Embora ndo existam estudos comparativos entre PR e CR na literatura,
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apresentamos neste estudo que nas zonas reticular e medular, o grupo npRC teve marcagdes mais
baixas para GR em comparagdo com o grupo npRP, e o oposto ocorreu na zona medular quando em
compara¢do com os grupos de gravidas CR e os grupos PR. Os niveis de expressdo de MR ndo foram
afetados pela dieta materna nos rins da prole de PR materna e foram indetectaveis nos pulmdes
(BERTRAM et al., 2001).

Em todos os GA, tanto GR quanto MR foram expressos mais em pRC do que em npRC,
sugerindo que a gravidez ¢ um estressor adicional porque em primatas gravidas, houve um aumento
no cortisol materno (RECABARREN; VALENZUELA; SERON -FERRER, 1997). No entanto, em
um estudo em ratos machos adultos com desnutri¢do perinatal, os niveis de expressdo de mRNA de
GR e MR e a capacidade de ligacdao ou afinidade ndo mostraram diferenga entre os grupos no AG
(DUTRIEZ-CASTELOOT et al., 2008).

Na prole de hamsters gravidas, a taxa de esteroidogénese aumentou em ratas desnutridas
(LIANG; ZHANG; ZHANG, 2004) e, embora nao tenhamos medido o cortisol diretamente, os
resultados do grupo de gravidas com RC mostraram um aumento no nimero de GR e RM receptores,
aumento da proliferacdo celular e caracteristicas indiretas para um aumento na producdo de cortisol
pelas células GA.

Tem sido sugerido que a secrecdo de aldosterona no rato ZG pode ser regulada por RM
através de um feedback ultracurto dentro da glandula adrenal, onde a aldosterona regula sua propria
produgdo, e porque pode ser ativada pelo mesmo hormonio, GR também pode regular a producao de
glicocorticdides na ZF e ZR (CHONG et al., 2017). Esse fendmeno pode explicar nossos resultados
sobre o aumento do nimero de receptores que podem regular a produgcdo de cortisol sem
necessariamente aumentar o nimero de células para essa funcao.

No entanto, ha discordancia sobre se o feedback exercido pelos receptores MR/GR dentro da
glandula adrenal ¢ positivo ou negativo. A pesquisa in vitro com células H295R (uma linhagem de
células adrenocorticais secretoras de cortisol humano) revelou a presenca de uma alca de feedback
positivo intra-adrenal que regula a producdo de esteroides. Esses resultados foram confirmados
quando o GR foi inativado pelo antagonista farmacologico RU486 ou knockdown de GR por siRNA,
o que levou a supressdo da esteroidogénese, sugerindo fortemente uma alga reguladora positiva
autdcrina ultracurta mediada por GR (ASSER et al., 2014). Este tipo de feedback corresponde aos
resultados dos grupos pRC , nos quais houve aumento dos receptores GR e MR em resposta ao
estresse passado durante a gravidez e os periodos de RC.

CHONG et al. (2017) apontaram que essa regulagdo ocorre por feedback negativo porque MR
e GR regulam negativamente a produgdo de glicocorticoides nas células ZF/ZR (feedback intra-
adrenal — circuito curto). Estudos in vitro e in vivo mostraram que a exposi¢do prévia da glandula
adrenal a glicocorticoides resulta em uma resposta diminuida ao hormoénio adrenocorticotréfico
(ACTH), resultante de um feedback negativo intra-adrenal que pode constituir um mecanismo
adicional de controle regulado por GR para a esteroidogénese (PERON et al., 1960; CARSIA;
MALAMED, 1979; CHONG et al.,, 2017; GJERSTAD; LIGHTMAN; SPIGA, 2018). Isso pode
justificar que mesmo com aumento da replicacdo celular, medidas aumentadas nas zonas adrenais em
alguns grupos ndo sdo suficientes para aumentar a producdo de cortisol, pois sdo reguladas por
feedback intra-adrenal negativo por RM e GR.

CONCLUSAO

Os resultados mostraram que RP e RC durante a gravidez ndo alteraram o peso das glandulas
adrenais quando comparadas as fémeas ndo gravidas. RC aumentou a expressao de receptores GR e
MR em GA durante a prenhez, enquanto RP diminuiu a marca¢do de GR e MR na zona glomerulosa
e fasciculada. Concluimos que a RC durante a gestacdo causou mais estresse as ratas, alterando a
presenga de RM e GR, o que pode sugerir uma alteracdo na funcionalidade do GA e,

consequentemente, no eixo HPA.
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