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RESUMO

Moraes-Teixeira, Jessica de Andrade. Dieta materna hipersodica e alteracdes
renais na prole de camundongos. 94 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e
Experimental) — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

O aumento da prevaléncia de hipertenséo arterial sistémica nas sociedades
ocidentais esta associado com os altos niveis de consumo de sal. Camundongos
fémeas receberam uma dieta contendo ou 0,25% de cloreto de sodio (NaCl) - (dieta
padrdo, SC) ou 4% de NaCl (dieta high-salt, HS), durante oito semanas antes da
gestacdo. As fémeas foram acasaladas com camundongos machos alimentados
com dieta SC. A prole foi analisada em trés idades diferentes: ao nascimento, aos10
dias, e aos trés meses de idade. Apds oito semanas em suas respectivas dietas,
antes do acasalamento, as fémeas HS apresentaram aumento nos niveis de
glicemia, corticosterona e pressédo arterial (PA) do que as fémeas SC. Ao
nascimento, a mortalidade neonatal foi maior na prole de fémeas HS do que na prole
de fémeas SC. Aos trés meses de idade, a prole HS apresentou maior glicemia e
PA, glomérulos hipertrofiados, reducdo do namero de glomérulos, e maior nimero
de glomérulos esclerosados do que a prole SC. A prole HS também apresentou
menor clearance de creatinina e clearance de uréia, menor taxa de filtracdo
glomerular, e maior fracdo de excrecdo de sodio, potassio e uréia do que a prole SC.
A proteinuria foi maior na prole HS do que na prole SC (P=0,04). No rim da prole, a
expressdo das proteinas renina e Ang |l foi significativamente maior na prole HS do
gue na prole SC aos 10 dias de idade. Foi observado aumento nos niveis de
expressdo da proteina AT1R e diminuicdo nos niveis de expressdo da proteina
AT2R na prole HS em relacdo a prole SC. A expressdo das proteinas WT1 e
podocina foi menor na prole HS que na prole SC. Em resumo, a exposi¢ao da prole
a uma dieta materna com alto teor de sal resulta em hipertrofia glomerular,
esclerose, numero reduzido de glomérulos, com consequente hipertensdo e produz
alteracdo na expressao renal de WT1, podocina, e SRA na vida adulta. Portanto, a
funcdo renal da prole HS se deteriora mais rapidamente do que a prole de méaes
alimentadas com uma dieta normal.

Palavras-chave: Dieta maternal hipersédica. Nefrogénese. Sistema Renina
Angiotensina (SRA); Gene supressor de tumor de Wilms (WT1).

Podocina. Numero de glomeérulo.



ABSTRACT

Moraes-Teixeira, Jessica de Andrade. Kidney changes in mice offspring from
maternal high-salt diet. 94 f. Tese (Doutorado em Biologia Humana e Experimental)
— Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

The increased prevalence of systemic arterial hypertension in Western
societies is associated with the high levels of salt consumption. Beginning eight
weeks before pregnancy, female mice received a diet containing either 0,25%
sodium chloride (NaCl) - (standard chow, SC) or 4% NaCl (high-salt, HS). Females
were mated with male mice fed a SC diet. Their offspring were analyzed at three
different ages: at birth, at day 10, and at three months. After eight weeks on these
diets, before mating, HS dams exhibited higher glycemia, higher corticosterone
levels, and higher blood pressure (BP) than the SC dams. At birth, neonatal mortality
was higher in the offspring of HS dams than in those from SC dams. At 3 months of
age, HS offspring exhibited higher glycemia and higher BP, larger and fewer
glomeruli, and a greater number of sclerotic glomeruli than SC offspring. They also
exhibited lower creatinine clearance, lower blood urea nitrogen clearance, lower
glomerular filtration rate, higher fractional excretion of sodium, potassium, and urea
than SC offspring. Proteinuria was higher in HS offspring than in SC offspring
(P=0.04). In the kidney of offspring, the protein expression of renin was significantly
higher in HS than in SC offspring, and Ang Il was higher in HS than in SC offspring at
10 days of age. AT1R levels were higher and AT2R levels lower in HS than in SC
offspring. Gene Wilms tumor 1 (WT1) and podocin were lower in HS than in SC
offspring. In summary, the exposure of offspring to a maternal diet with high salt
content results in a glomerular hypertrophy, sclerosis, and low glomeruli number with
consequent hypertension and produces a shift in the renal expression of WT1,
podocin, and RAS at maturity. Therefore, the renal function of these offspring
deteriorates more quickly than in the offspring of mothers fed a normal diet.

Keywords: Maternal high salt diet. Nephrogenesis. Renin-angiotensin system
(RAS). Gene Wilms tumor 1 (WT1). Podocin. Glomeruli number.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento do rim € um processo complexo que requer um equilibrio
preciso entre a proliferacdo celular, a diferenciacao e a apoptose (Almeida et al., 2003)
e € modulado pela acdo do sistema renina-angiotensina (SRA) (Garcia-Villalba et al.,
2003). Além disso, a podocina (um componente fundamental do diafragma de fenda
glomerular) e o gene supressor de tumor de Wilms (WT1) sdo reguladores essenciais
do desenvolvimento do rim (Burrow, 2000).

Estimulos ambientais e nutricionais podem alterar permanentemente a estrutura,
0s sistemas homeostaticos e as funcdes corporais durante o desenvolvimento. Esta
influéncia tem sido referida como "programacao” (Barker e Osmond, 1986). Estudos
epidemioldgicos e experimentais mostram que os efeitos da programacao influenciam o
risco de doencas crbnicas na vida adulta (Barker, 1998; Langley-Evans e McMullen,
2010). Assim, a reducéo do numero de néfrons tem sido utilizada como uma explicacéo
para a associacao entre a restricdo do crescimento intrauterino e hipertensao arterial
na vida adulta (Almeida e Mandarim-de-Lacerda, 2005a, b). As adaptacdes
compensatérias que acompanham o numero reduzido de néfrons podem acelerar o
declinio da funcéo renal que acompanha o envelhecimento (Barker et al., 2006; Woods,
2007). No entanto, a hipétese de hiperfiltracdo, devido a reducdo da massa renal e as
suas consequéncias para os néfrons remanescentes, que leva a uma subsequente
lesdo glomerular com proteinuaria, hipertensao e glomeruloesclerose, continuam sendo
um assunto em debate (Brenner et al., 1988; Schreuder e Nauta, 2007; Bertram et al.,
2011).

O aumento da prevaléncia de hipertensdo arterial sisttmica nas sociedades
ocidentais est4 muito associado a ingestdo de sédio (Na) na comida * (Ferreira et al.,
2010), juntamente com a resisténcia a insulina (Ogihara et al., 2002).

A principal fonte de sddio na dieta € a partir do sal (Cloreto de sédio - NaCl). Os
termos sal e s6dio sdo muitas vezes usados como sindnimos, entretanto o sal é

constituido de 40% de sddio e 60% de cloro, ou seja, 1 g de sodio é equivalente a 2,55

! Laticinios, embutidos e sopas prontas entraram na lista de alimentos que devem sofrer redugcéo de
sédio, porque o consumo elevado € um dos causadores de hipertensédo arterial. A medida esta no quarto
acordo destinado a diminuir a quantidade do produto em alimentos industrializados. O documento foi
assinado em 11/5/2013 pelo Ministério da Salde e a Associacdo Brasileira das Industrias da
Alimentacdo.
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g de sal (SACN, 2003).

Ingestéo de sal, juntamente com o aumento do crescente 6nus da hipertensao e
doenca cardiovascular global levou a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a
recomendar que a ingestdao de sal seja inferior a 5 g/dia (WHO, 2007), ou seja,
ingestao de sodio inferior a 2g/dia. Estudo realizado pelo grupo INTERSALT avaliando
o0 consumo de sal e a pressao arterial (PA), demonstrou que o consumo meédio de sal
em 32 paises foi de 9,9 g/dia (1988). Estudo epidemiologico fornece evidéncias
convincentes do efeito negativo do consumo de sddio na pressdo arterial entre
individuos hipertensos e normotensos (Sacks et al., 2001). Além disso, pesquisa com
animais indicam que o consumo elevado de sodio, assim como o consumo reduzido de
sédio durante a gestacdo podem modificar a expressao de proteinas no rim da prole,
causando alteracdo renal permanente (Koleganova et al., 2011).

Estas observacdes nos levam a fazer a hipétese de que a administracdo de uma
dieta hipersodica durante o periodo pré-concepcional e durante a gestacao/lactacao,
pode alterar precoce e tardiamente a fisiopatologia e estrutura do rim, culminando em
uma alteracdo da funcao renal na prole.

Para validar esta hipétese estabelecemos um protocolo experimental para
avaliar a estrutura e a funcéo renal de filhotes desde o nascimento até a maturidade
em um modelo animal (camundongos).

Esta tese estd dividida em seis capitulos: Revisdo da literatura, Objetivos,
Metodologia, Resultados, Discussdo e Conclusdo. Primeiramente, fez-se uma breve
exposicao sobre programacao fetal, rim e sistema renina angiotensina, para expor
algumas consideracdes sobre a dieta hipersddica e sua administracdo as maes. Depois
segue-se a revisao do tema, com os objetivos do trabalho. Em seguida, a descricdo da
metodologia empregada e os resultados encontrados. A discussdo e conclusdo sao

apresentadas com base nos resultados do trabalho.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Programacao fetal

Os genes e o estilo de vida dos adultos s&o os principais determinantes para o
risco de desenvolvimento de doencas como o diabetes mellitus do tipo 2 (DM2) e
doencas cardiovasculares. Nos ultimos anos dados epidemiologicos sugeriram que
influéncias adversas durante o desenvolvimento precoce, em particular durante a vida
fetal, aumentam o risco de desenvolvimento de doencga na vida adulta (Osmond e
Barker, 2000; Gluckman e Hanson, 2004b; de Boo e Harding, 2006). Este paradigma,
conhecido como "programacao fetal”, pode ter um profundo impacto sobre estratégias
de saude publica para a prevencao das principais doencas. A ligacéo entre o ambiente
intrauterino e doencas no adulto foi observada inicialmente pelo médico David Barker?,
gue relatou a associagao entre baixo peso ao nascer e o risco de desenvolver DM2
(Hales et al., 1991; Ravelli et al., 1998) e doenca cardiovascular (Barker e Osmond,
1986; Barker et al., 1989a).

A abordagem mais frequentemente utilizada para perturbar o ambiente uterino
em estudos experimentais tem sido alterar a nutricho da mae, normalmente
submetendo o animal durante a gravidez a desnutricdo proteica, o que resulta em
alteracdo do metabolismo da glicose (Dahri et al., 1991) e da fungédo cardiovascular
(Langley e Jackson, 1994) na prole. Além da restri¢cdo proteica, outros trabalhos foram
desenvolvidos a fim de avaliar o efeito da dieta com restricdo energética global sobre a
prole. Segundo dados da literatura, roedores que sofreram restricdo de 30% do
conteudo energético total da dieta durante a gestacdo, deram origem a filhotes que
desenvolveram obesidade, hiperinsulinemia e hiperleptinemia na vida adulta,
associados com quadro de hiperfagia e hipoatividade (Vickers et al., 2000; Vickers et
al., 2003).

? David Barker é médico e Professor de Epidemiologia Clinica da Universidade de Southampton, Reino Unido e
Professor do Departamento de Medicina Cardiovascular na Saude e da Ciéncia da Universidade de Oregon, EUA. Vinte
anos atras, ele mostrou pela primeira vez que as pessoas que tiveram baixo peso ao nascer t€m maior risco de desenvolver
doenga cardiaca coronaria. Em 1995, o British Medical Journal chamado isso de "Hipdtese Barker", agora amplamente
aceita. Em 2010, a revista Time chamou os trabalhos de Barker de "New Science".
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Além das alteracdes da nutricdo materna, uma série de outras perturbacdes na
fisiologia materna, tais como a administracdo de corticosteroides (Nyirenda et al.,
1998), citocinas (Dahlgren et al., 2001), ou a reducéo experimental do fluxo sanguineo
uterino (Jansson e Lambert, 1999; Simmons et al., 2001), tem sido estudadas como
modelos que levam a programacao fetal de diabetes e /ou hipertensao.

A programacéo fetal existe devido a plasticidade na formacdo dos érgdos e
tecidos durante o desenvolvimento, onde os disturbios durante periodos criticos do
desenvolvimento fetal alteram a estrutura e/ou a funcdo de células distintas, os
sistemas organicos ou as vias homeostaticas (Gluckman e Hanson, 2004a). A
plasticidade do feto ao responder as influéncias ambientais esta associada com
vantagens adaptativas no atero que, ap0s 0 hascimento ndo se adaptam
posteriormente ao ambiente metabdlico pés-parto. No caso de restricdo intrauterina de
nutrientes a resposta adaptativa fetal pode ser inadequada se a vida pdés-natal
proporcionar uma abundancia de nutrientes. Como consequéncia desse desequilibrio,
doencas podem aparecer na vida adulta (Gluckman e Hanson, 2004b). Os mecanismos
que ligam um ambiente intrauterino adverso a doenca no adulto estdo sob intensa
investigacdo. A possibilidade de que a regulacdo epigenética de vias metabdlicas
importantes representa um caminho comum para a programacao fetal tem atraido
muita atencdo (Pham et al.,, 2003; Lillycrop et al., 2005). Além disso, a literatura
descreve o0 envolvimento de alteragBes no eixo hipotdlamo-hipdéfise-adrenal (Seckl e
Meaney, 2006) e na sinalizacdo da leptina (Vickers et al., 2005), na programacgao da
fisiologia fetal em resposta a estimulos ambientais.

O ambiente fetal é considerado fator essencial na etiologia da doenca
cardiovascular na vida adulta. A teoria de que as experiéncias no inicio da vida
exercem grande influéncia sobre o risco cardiovascular foi relatada pela primeira vez
pelo Dr. Anders Forsdahl’em 1973 (Forsdahl, 1973). O Dr. David Barker avancou o
conceito, sugerindo que as influéncias que levam ao aumento do risco cardiovascular

podem ter suas origens na vida pré-natal. Ambas as observacdes originais destacam

* Anders Fordahl foi médico de familia muitos anos e s6 entrou na vida académica depois que ele ja tinha passado
dos 40 anos. As observagdes feitas durante sua pratica médica em uma comunidade de mineiros do municipio de
Finnmark (Noruega), nos anos '60 e inicio dos anos '70, sem duvida, teve um efeito importante sobre seu trabalho
académico mais tarde. Com base nessas observagoes, ele formulou a hipotese sobre a relagao entre as condigdes de
vida precarias na infincia e importantes fatores de risco para doencgas corondrias na vida adulta. Observando
individuos na meia-idade (40-69 anos) viu que as taxas de mortalidade tinham correlagdo extremamente alta
(r=0,93), com taxas de mortalidade infantil para o mesmo grupo antes. Hoje, essa constatagdo genérica ¢ conhecida
como a hipotese Forsdahl - Barker, considerando Forsdahl como a fonte original da ideia, e Barker como um
desenvolvedor tardio desta ideia inovadora.
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uma forte correlacdo positiva entre a doenca cardiaca coronariana e a mortalidade
infantil.

No entanto, Barker comecou observando a relacdo inversa entre o peso ao
nascimento e o risco de doenca cardiovascular (Barker et al., 1989b), formulando a
hipétese do ambiente fetal ser um novo componente na etiologia da doenca
cardiovascular. Com base em suas observacbes, Barker considerou que a
programacao de desenvolvimento de doencas no adulto ocorre em resposta a um
desequilibrio durante a vida fetal entre as demandas fetais e de fornecimento de
nutrientes, resultando em desnutricéo fetal (Barker e Osmond, 1988). Assim, retardo do
crescimento intrauterino e baixo peso ao nascer levam ao comprometimento do
desenvolvimento fetal,
com mudancas adaptativas moleculares e fisiolégicas (Barker, 1995). Embora estas
adaptacdes fetais permitam a sobrevivéncia fetal, muitas consequéncias ocorrem a
longo prazo, tais como alteragcbes na fisiologia e na estrutura dos sistemas
cardiovascular, renal, metabdlico, respiratério, endécrino e nervoso (Barker, 1995;
Fowden et al., 2006).

Pesquisadores utilizam modelos animais para induzir um ambiente fetal adverso
e mimetizar a condicdo humana de crescimento fetal e elucidar as vias envolvidas na
programacao do desenvolvimento de doenca em adultos (Langley-Evans, 2001; Moritz
et al., 2003; Vehaskari e Woods, 2005; Alexander, 2006; Nathanielsz, 2006). Os
periodos criticos do desenvolvimento envolvem tanto o ambiente intrauterino (ambiente
fetal) como o periodo de lactacdo (ambiente pés-natal). Diferentes métodos tém sido
utilizados para induzir um ambiente fetal desfavoravel em estudos experimentais.
Apesar das diferencas sutis no método do insulto, os resultados observados sao
similares (Figura 1) e demonstram restricdo do crescimento fetal (Barker, 1995),
diminuicdo do numero néfrons (Hughson et al., 2006), funcdo vascular prejudicada
(Goodfellow et al., 1998) e aumento significativo na presséo arterial (Barker e Osmond,
1988).

Estudos prévios utilizaram modelos de desnutricio materna proteica para
demonstrar que 0 momento da lesdo durante a gestacdo é critica para a resposta
adaptativa fetal. No rato, alteracbes acentuadas na morfologia renal e aumento da
presséao arterial sdo observados quando o insulto nutricional coincide com o periodo da
nefrogénese. No entanto, 0 mesmo insulto iniciado antes do periodo da nefrogénese

nao altera a estrutura dos rins ou a regulagéo da pressao arterial (Langley-Evans et al.,
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1999; Woods et al., 2004).

Os rins s&o conhecidos por desempenhar papel importante na regulacdo a longo
prazo da pressao arterial (Guyton et al., 1972; Brenner et al., 1988). Entédo, estudos
sobre programacgdo de pressdo arterial sugerem que um insulto durante o
desenvolvimento do rim leva a "programacdo” dos rins, resultando alteracbes nos
mecanismos complexos que estdo associados com a regulacdo da pressao arterial.
Modelos animais de programacéo fetal induzida por desnutricdo proteica gestacional e
insuficiéncia placentéaria relatam alteracbes temporais comuns no SRA (Woods et al.,
2001; Riviere et al., 2005; Grigore et al., 2007). A supressédo do SRA intrarrenal ao
nascimento € seguida por ativacdo posterior do SRA, incluindo o aumento da
expressao dos receptores AT1 (Sahajpal e Ashton, 2003; Vehaskari et al., 2004) e da
enzima conversora de angiotensina (ECA) renal (Gilbert et al., 2005; Grigore et al.,
2007). Além disso, o bloqueio do SRA previne ou suprime a hipertensédo arterial na
prole de maes que sofreram restricdo proteica ou uma reducdo na perfusdo uterina,
demonstrando, assim, a importancia do SRA na etiologia da hipertensdo programada
(Manning e Vehaskari, 2001; Grigore et al., 2007).
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Figura 1 - Programagcao fetal e doengas na vida adulta
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Nota: Um ambiente fetal adverso, devido a influéncias materna ou fetal leva a alteracbes no
desenvolvimento renal e alteragdes adaptativas comuns nos sistemas criticos do controle a
longo prazo da presséo arterial, resultando em hipertensdo e aumento do risco para a doenca
renal na vida adulta.

Fonte: (Ojeda et al., 2008).

Uma nefrogénese deficiente resulta na reducdo do namero de néfrons sendo
este um resultado comumente observado na programacado fetal em muitos modelos
com diferentes animais e também em estudos humanos relacionados com retardo do
crescimento intrauterino (Woods et al., 2001; Moritz et al., 2003; Hughson et al., 2006).
O aumento da apoptose renal e da expressdao de genes-chave da apoptose pode
contribuir para a reducdo do numero de néfrons quando ocorre um insulto fetal
(Murotsuki et al., 1997; Vehaskari et al., 2001). Estas mudancas de adaptacao durante

a programacéo fetal apontam o rim como um alvo importante na programacao fetal e
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enfatizam a importancia dos rins na regulacédo a longo prazo do controle da presséo
arterial.

A obesidade materna também pode ser uma importante influéncia na
programacao, com grande relevancia para as sociedades modernas que apresentam
aumento importante da frequéncia de obesidade/sobrepeso na populacéo
(Shamseddeen et al., 2011). A obesidade altera muitos aspectos do ambiente
vivenciado pelo feto, incluindo a qualidade e a quantidade dos nutrientes fornecidos
através da placenta e do meio enddcrino. As mulheres obesas, naturalmente,
apresentam um maior risco de complicacbes na gravidez, incluindo diabetes
gestacional, pré-eclampsia e parto pré-termo (Jensen et al., 2003). A obesidade
materna em camundongos induzida varias semanas antes do acasalamento, leva a
prole a apresentar também obesidade com aumento da pressdo arterial, maior
adiposidade e resisténcia a insulina (Samuelsson et al., 2008; Ornellas et al., 2013).

As preocupacdes existentes sobre a nutricdo das mulheres em paises
desenvolvidos estdo focadas mais no excesso nutricional, do que na deficiéncia de
nutrientes especificos. Surpreendentemente, os experimentos que fazem restricdo
nutricional em fémeas no periodo gestacional quase universalmente resultam em
pressdo alta, intolerancia a glicose, resisténcia a insulina e maior propensdo para a
prole se tornar obesa (Langley-Evans, 2006). Entretanto, os experimentos que fazem
manipulacdo nutricional na direcdo oposta (obesidade) tém quase exatamente 0s
mesmos resultados. A alimentacdo com dieta rica em gordura durante a gravidez de
ratas esta associada com uma elevacdo da pressao arterial e disfuncdo endotelial
vascular na prole resultante (Khan et al., 2003; Khan et al., 2005). A exposicao fetal a
dieta com alto teor de proteina provoca desequilibrio no gasto energético conduzindo a
obesidade (Daenzer et al., 2002).

Dados recentes revelam que alguns fatores circulantes da mée, como hormonios
(leptina, insulina), nutrientes (acidos graxos, triglicerideos e glicose) e citocinas
inflamatérias ocupam importante papel na génese de doencas crbnicas na prole
(Sullivan et al., 2011). A placenta constitui a interface ativa entre as circulacdes
sanguineas materna e fetal, regulando as mudancas fisiolégicas maternas na gestacéo
e o crescimento fetal e desempenha um papel importante no desenvolvimento de
muitas complicacfes na gravidez (Godfrey, 2002). A relacao entre funcéo da placenta e
nutricdo fetal € complexa. Em periodos criticos da gravidez o fluxo de nutrientes

através da placenta (por exemplo, em mols do soluto/g placenta/min.) pode ser
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insuficiente para satisfazer as exigéncias do feto para o0 seu crescimento e
desenvolvimento. Isto limita a capacidade do feto para atingir o potencial de
crescimento. O oposto também pode ocorrer - o fluxo de nutrientes através da
placenta, na verdade, pode ser superior & necessaria para o feto, limitando o feto a
atingir o potencial genético de crescimento, gerando consequentemente situacdes
clinicas graves de restricdo do crescimento fetal (Atkinson et al., 2006). Esta ultima
situacdo leva ao crescimento excessivo ou macrossomia fetal, como é frequentemente
encontrado quando as mulheres gravidas sdo diabéticas ou obesas (Catalano e
Ehrenberg, 2006).

1.2 Rim

O desenvolvimento embriondrio do sistema urogenital nos vertebrados requer a
formacgé&o progressiva de trés tipos de rins pelo mesoderma intermediario: o pronefro, o
mesonefro e metanefro. Nos mamiferos, o pronefro é uma estrutura vestigial
rapidamente substituida pelo mesonefro, que funciona durante o desenvolvimento
embrionario. O mesonefro ira degenerar ou diferenciar-se em parte do sistema
reprodutor no macho (Saxen e Sariola, 1987). No rato, o ducto de Wolff (DW) cresce
rostro-caudalmente ao longo do eixo do embrido. Como se alonga caudalmente
primeiro induz o pronefro, em seguida o mesonefro e, finalmente, o metanefro ao nivel
do membro posterior (Saxen e Sariola, 1987). O desenvolvimento renal metanéfrico é
iniciado por volta da metade da gestacdo, quando a parte caudal do DW comeca a
proliferar e um espessamento epitelial chamado broto do ureter (BU) se alonga para
invadir o mesénquima metanéfrico adjacente. Interacdes entre o mesénquima
metanéfrico e a extremidade do BU levam ao estabelecimento de um complexo de
interacdes de sinalizacdo epitélio-mesenquimal (Costantini, 2006). Estas interacfes
sédo fundamentais para a iniciacdo do crescimento e da ramificagdo do BU que ir4 gerar
o sistema coletor renal definitivo e induzir a formacdo das vesiculas renais. As
vesiculas renais sdo os precursores dos néfrons (Dressler, 2006). Os néfrons sdo as
unidades basicas funcionais dos rins e sdo essenciais para a regulacdo do teor de
agua e remocao de substancias residuais soluveis, filtrando o sangue (Schedl, 2007).

De fato, malformacdes do trato urinario estdo entre os defeitos de nascimento
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mais comuns em humanos e representam quase 1% de todos os defeitos congénitos
(Scott e Renwick, 1988). O crescimento e o posicionamento correto do BU sao cruciais
Nno processo para evitar a maioria dos defeitos de desenvolvimento que afetam os rins
(Mendelsohn, 2009). Além disso, o numero de néfrons é principalmente determinado
pela quantidade de ramificacbes geradas durante a morfogénese metanéfrica do rim.
Portanto, defeitos na ramificagcdo da morfogénese metanéfrica renal pode predispor as
pessoas para o futuro, a doenca renal cronica (Schedl, 2007; Costantini e Kopan,
2010).

O gene supressor de tumor de Wilms (WT1) € essencial para o desenvolvimento
de certos tecidos derivados do mesoderma, incluindo os rins, gbnadas, vasculatura
cardiaca, baco e também para a proliferacdo de certas células progenitoras neuronais
(Hohenstein e Hastie, 2006). A completa auséncia dos rins em camundongos
deficientes em WT1 tem dificultado o estudo do papel do WT1 no desenvolvimento
renal (Kreidberg et al., 1993). Dados na literatura demonstram que a utilizagdo da
combinacdo de cultura de rim in vitro e o tratamento com siRNA, foram capazes de
mostrar que o WT1 é necessario para induzir a transicdo mesenquimal-epitelial que
conduz a formacéo dos néfrons (Davies et al., 2004).

Os rins sao formados por néfrons, estes sédo constituidos pelo corpusculo renal
(glomérulo renal e capsula glomerular), tabulo renal proximal, alca néfrica e o tubulo
renal distal. O glomérulo renal € composto por um tufo de capilares circundados por
uma membrana denominada capsula glomerular, esta é formada por dois folhetos, um
visceral ou interno que possui células modificadas durante o desenvolvimento
embrionério renal, originando os poddcitos, e outro parietal ou externo, que formam os
limites do corpusculo renal. Entre esses dois folhetos existe o espaco capsular
(Junqueira e carneiro, 1999).

Os poddécitos glomerulares sdo células altamente especializadas e tém
citoarquitetura complexa. Sua caracteristica mais importante € a interdigitacdo dos
processos podais dos poddcitos adjacentes com as fendas de filtracdo entre eles.
Estes sao interligados pelo diafragma de fenda (DF), o qual desempenha papel
importante no estabelecimento da permeabilidade seletiva da barreira de filtracdo
glomerular. Lesdo nos poddécitos leva a proteindria, caracteristica da maioria das
doencas glomerulares (Pavenstadt et al., 2003). O DF é mantido por multiplas
interacdes moleculares que asseguram a ancoragem estavel dos complexos de

membrana com o citoesqueleto de actina (Pavenstadt et al., 2003; Remuzzi et al.,
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2006). Vérias proteinas dos poddcitos desempenham um papel fundamental na
manutencao da integridade do DF (Figura 2).

A nefrina é uma proteina transmembranar que constitui um importante esqueleto
estrutural do DF (Kestila et al., 1998). A podocina € uma proteina integral da membrana
com 42 kD, que interage com a nefrina no DF (Boute et al., 2000; Schwarz et al., 2001).
Semelhante a caveolina, a podocina esta presente em complexos oligoméricos de alta
ordem e localizada nos chamados "rafts”, microdominios de membrana especializados,
onde esfingolipidios e colesterol sdo altamente enriquecidos (Simons e Toomre, 2000;
Schwarz et al., 2001). Os complexos multiproteicos do DF sdo montados através dos
rafts (Tryggvason et al., 2006).



Figura 2 - Representacdo esquematica da estrutura do podécito
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Nota: Representacdo esquematica da estrutura do poddcito. A: citoesqueleto; B: Dominio apical da
membrana; C: Complexo de proteinas do diafragma de fenda; D: Dominio basal da
membrana. Proteinas adaptadoras de ligagdo principalmente entre o diafragma de fenda e
o citoesqueleto. Faks: cinases de adeséo focal; ZO: z6 nula oclusiva; CD2AP: proteina

associada ao CD 2.
Fonte: (Ha, 2013).
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Os rins desempenham papel central na homeostase cardiovascular,
garantindo o equilibrio entre a quantidade de liquido consumido e excretado durante
as atividades cotidianas. Isso garante a estabilidade do volume de fluido extracelular
e manutencao dos niveis normais de presséao arterial (Johns, 2013), que é expressa
como um produto do débito cardiaco e da resisténcia periférica total (Robbins et al.,
2000). O fluido renal é controlado através de influéncias neurais e humoral. A
atividade nos nervos simpaticos renais € feita a partir de uma integracdo de
informacgBes dos barorreceptores, dos sistemas somatossensorial e visceral, bem
como dos centros corticais superiores. Em estados patofisiolégicos, tais como a
hipertenséo arterial, insuficiéncia cardiaca e doenca renal crénica, pode haver uma
excitacdo simpatica causando retencdo inadequada de sédio que agrava 0 processo
da doenca (Johns, 2013).

Pequena elevacdo nos niveis de renina, angiotensina (Ang) Il ou aldosterona
circulantes, ou ativacao do fluxo simpatico renal, podem alterar a funcao renal de tal
forma que as respostas natriuréticas e diuréticas normais a pressédo arterial sdo
prejudicadas significativamente. Sob estas circunstancias, a manutencdo normal de
sédio e da excrecdo de agua exige uma elevacao significativa da presséo arterial.
Assim, o comprometimento da funcéo renal leva a elevacao da pressao arterial para
manter o equilibrio de sodio e de agua adequado durante os periodos de aumento
da ingestéo de sodio (Osborn, 1991).

O mecanismo renal para o controle de volume de liquido e da presséo arterial
€ poderoso, tdo poderoso que € impossivel ou quase impossivel para a pressao
arterial ser ajustada para qualquer outro valor além do nivel ditado por este
mecanismo. A razdo para a grande poténcia deste mecanismo no controle da
pressao arterial € que nunca deixa de funcionar até que a entrada e saida de sodio e
o volume de liquido cheguem a um exato estado de equilibrio (Wang et al., 2013).
Alguns dos fatores que tornam este mecanismo de volume do fluido renal como um
excelente regulador da pressao arterial englobam o seguinte: a) uma vez que o
mecanismo barorreceptor para o controle da pressao arterial se torna adaptado, a
pressédo arterial sistémica € afetada significativamente pelos niveis de volume de
liquido extracelular e do volume de sangue; b) o mecanismo de autorregulacdo do

fluxo sanguineo aumenta ainda mais o efeito de pequenas altera¢cdes no volume de
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fluido sobre a pressao arterial, aumentando a eficacia do sistema de controle de
presséo; c) o SRA desempenha um papel importante no aumento da sensibilidade
do sistema de controle da pressdo arterial; quando a ingestdo de sodio é muito
grande, a producédo renal de renina e subsequente formacgdo de angiotensina
diminuem drasticamente.

Colocando todos os fatores acima em conjunto, verifica-se que ligeiras
mudancas no nivel do volume de liquido no organismo podem ter efeitos drasticos
sobre a pressao arterial. Ligeiras alteracbes na presséo arterial acima ou abaixo do
nivel normal podem iniciar grandes mudancas no débito urinario de sédio e de agua,

retornando rapidamente a pressao arterial para niveis normais (Guyton, 1989).

1.3 Sistema Renina Angiotensina

O SRA é conhecido por seu papel critico na regulacdo do equilibrio
hidroeletrolitico e fungéo cardiovascular (Krause e Sakai, 2007). A maioria das acfes
fisiologicas do SRA é exercida pelo peptideo efetor Ang-Il, que é formado a partir do
angiotensinogénio através de uma série de eventos de clivagem proteolitica (Figura
3).

No SRA sisttmico ou classico, 0 angiotensinogénio é sintetizado
principalmente no figado e secretado para a circulacédo, onde é clivado pela renina,
uma enzima circulante, cuja sintese e secrecao sao feita pelos rins, transformando o
angiotensinogénio em angiotensina-lI (Ang-1). Ang-l € entdo transformada pela ECA
(principalmente a partir do pulm&o) em Ang-Il, que exerce efeitos fisioldgicos sobre
varios tecidos, incluindo o cértex suprarrenal, rim, musculo liso vascular e cerebral.
ApoOs a sintese, a Ang-ll, se liga aos seus receptores nestas areas alvo, ou é clivada
para se obter produtos de degradacdo, e alguns destes produtos sdo peptideos
biologicamente ativos, incluindo, como descrito recentemente a Ang (1-7) (Tipnis et
al., 2000; Santos et al., 2003; Santos et al., 2008), bem como Ang-lll e Ang-IV, que
influenciam diversos processos como aprendizagem e a memoria (Wright et al.,
1999).

Os receptores de Ang-Ill (receptor de Ang-Il tipo-1 [AT1] e receptor de Ang-ll
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tipo-2 [AT2]) séo receptores acoplados a proteina G. Em roedores, o receptor AT1
pode ser ainda dividido em ATla e AT1b baseado em algumas diferencas de
aminoacidos e sdo o alvo da maior parte das ag0es fisiologicas conhecidas da Ang-
Il, tais como vasoconstriccdo, a inducao de sédio e o consumo de agua. Por outro
lado, a ativacdo do AT2R antagoniza ativacdo do AT1R em muitos aspectos
(Yayama e Okamoto, 2008). Atuando em seus receptores, a Ang-ll desencadeia
uma série de vias de transducdo de sinal intracelular, tais como JAK / STAT e
cascatas de sinalizacdo intracelulares MAPK ou ERK (Sadoshima et al., 1995;
Velloso et al., 1996) e muitas das fungbes classicas do SRA foram atribuidas a
ativacdo de uma ou mais destas cascatas de sinalizagcdo (Daniels et al., 2009). A
Ang-Il estimula a ingestdo de agua e NaCl através de vias de sinalizacdo celular
distintas em ratos.
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Figura 3 - O classico sistema renina-angiotensina
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Nota: O classico sistema renina-angiotensina (enddcrino). Ang-ll é formada a partir do
angiotensinogénio sintetizado no figado através de uma série de eventos de clivagem
proteolitica. O angiotensinogénio é primeiramente clivado pela enzima renina (formada e
secretada pelos rins) em Ang-l. Ang-l é entdo transforma da pela ECA (a partir do pulmao)
em Ang-ll. Ang-ll circulante ativa os receptores AT1 e AT2 em varios tecidos, tais como o
cérebro, suprarrenal e tecido vascular para modular a homeostase cardiovascular e
hidroeletrolitica.

Fonte: (de Kloet et al., 2010).

Uma nuance relativamente recente sobre o SRA é que além da parte
enddcrina classicamente descrita do SRA, todos o0s componentes criticos
necessarios para sintetizar Ang-ll localmente sdo também expressos em outros
tecidos, incluindo pancreas, cérebro, coragao, ovario, placenta e tecido adiposo, 0
gue sugere que além das funcbes endocrinas classicas, existem também SRAs
especificos em tecidos que podem exercer acdes autocrinas e paracrinas (Kalinyak
et al., 1991; Hagemann et al., 1994; Poisner, 1998; Paul et al., 2006). No cérebro, o
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SRA produz Ang-ll local, que funciona como um neurotransmissor (Li e Ferguson,
1993). No tecido adiposo, a Ang-Il é sintetizada localmente, em parte, para promover
0 crescimento dos adipocitos (Massiera et al., 2001). Outra nuance é o0 crescente
reconhecimento da complexidade dos produtos finais ativos do SRA (Figura 4). Por
exemplo, existe um receptor (pro) renina que se liga a renina, assim com 0 seu
precursor, a pro-renina. Apos a ligacdo a este receptor, a pro-renina ativa cascatas
de sinalizacdo intracelular e é ela propria ativada também, permitindo a converséo
de Ang-l a Ang-ll (Nguyen et al., 2002). Tem sido proposto que o receptor (pro)
renina desempenha um papel importante em determinados tecidos especificos do
SRAs, como por exemplo, o cérebro (Nguyen et al., 2002; Nguyen e Contrepas,
2008; Cuadra et al., 2010).

Uma segunda enzima conversora da angiotensina, chamada ECAZ2, foi
identificada mais recentemente (Donoghue et al., 2000). A ECA2 ¢é uma
carboxipeptidase ligada a membrana, expressa em varios tecidos do corpo, que
pode ser clivada a partir da membrana pelo fator de necrose tumoral (TNF)-a
convertase (Gembardt et al.,, 2005; Lambert et al.,, 2005). A ECA2 converte o
octapeptideo Ang-ll em heptapeptideo angiotensina (1-7), que ndo ativa AT1R ou
AT2R, mas sim atua nos receptores acoplados a proteina G Mas (Santos et al.,
2003). A ativacdo desse receptor promove a liberacdo de 6xido nitrico através de
uma via fosfoinositideo-3-quinase/Akt—dependente, resultando em vasodilatacdo e
inibicdo do crescimento celular, em aparente oposicdo aos efeitos vasoconstritores e
proliferativos da Ang-ll (Santos et al., 2003; Kostenis et al., 2005). Existe também um
namero de enzimas alternativas para a producdo de Ang -ll, e parte destes
componentes nao tradicionais do SRA possui relevante funcdo na regulacdo da

energia, da glicose e da homeostase cardiovascular.
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Figura 4- Atualizacdo do sistema renina-angiotensina
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Nota: Atualizagdo do sistema renina-angiotensina. Além da cascata enzimatica para a sintese
cladssica Ang-ll, existem varias vias alternativas para a sintese da Ang-Il. A ligacdo da pro6-
renina no receptor (pro) renina ativa as vias de sinalizagéo intracelular e permite também a
conversdo do angiotensinogénio em Ang-l pelo complexo pro-renina / receptor (pré)renina.
Existem também os peptideos angiotensina ativos alternativos, incluindo a angiotensina
(1-7) e angiotensina-1V, que séo formados por outras enzimas. Esses peptideos ativam o
receptor Mas e o receptor aminopeptidase regulada por insulina (IRAP) respectivamente.

Fonte: (de Kloet et al., 2010).
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Um dos principais SRA extrarrenal durante a gravidez esta na placenta. Em
1967, Hodari et al. descreveram o SRA na placenta e identificou uma substancia
semelhante a renina no tecido placentario humano (Hodari et al., 1967). A expressao
de renina em cultura de células coribnicas foi primeiramente relatada por Symonds
em 1968 (Symonds et al., 1968). Desde entdo, pré-renina, angiotensinogénio, ECA,
Ang | e Ang I, foram todos identificados em tecidos placentarios fetais. A expresséo
do receptor AT1 na vasculatura da placenta fetal também ja foi demonstrada (Li et
al.,, 1998). Muitos outros experimentos utilizando decidua humana do primeiro
trimestre mostram expressao de renina, angiotensinogénio, ECA e receptores AT1
(Shaw et al., 1989). Estudos mais recentes, utilizando células deciduais humanas do
terceiro trimestre também indicam a presenca de angiotensinogénio e renina (Li et
al.,, 2000). Estudos de localizacdo ao redor das artérias espiraladas deciduais
mostram expressao de angiotensinogénio, renina, ECA e receptores AT1 (Morgan et
al., 1998). Assim, na mulher gravida, os tecidos da decidua materna e placenta fetal
contém todos os componentes necessarios para um SRA funcional.

Nos seres humanos, o SRA sofre grandes alteragdes em resposta a gravidez.
H& um aumento no inicio de renina devido a liberacao local extrarrenal pelos ovarios
e decidua materna (Hsueh et al., 1982). A sintese de angiotensinogénio pelo figado
€ aumentada pelo estrogénio circulante produzido pelo crescimento da placenta. Isto
leva ao aumento sérico de Ang Il e aldosterona (Brown et al., 1988). A ECA é o
Unico componente do SRA que diminui durante a gravidez (Merrill et al., 2002). Um
estudo realizado por Assali et al. demonstraram que a mulher gravida requer o dobro
de Ang Il durante uma infusdo intravenosa do que a mulher ndo gravida para atingir
a mesma resposta vasomotora (Assali e Westersten, 1961). Isto é provavelmente
devido ao aumento de progesterona e prostaciclinas, que podem diminuir a
sensibilidade de Ang Il (Gant et al., 1980). Além disso, na gestacdo normal, 0s
receptores AT1 sdo monoméricos e sdo inativados por espécies reativas de
oxigénio. Isso é em comparacdo ao estado heterodimérico visto nas condi¢des
sensiveis a Ang Il (AbdAlla et al., 2001). Estes fatos ajudam a explicar por que um
estimulo maior de Ang Il € necessario para alcancar resposta vasomotora apropriada
nas gestacdes normotensas.

Trofoblastos sé&o ricos em receptores AT1 e, portanto, sdo sensiveis as

alteracdes nas concentragdes de Ang Il que ocorrem durante a gravidez. Estudos
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recentes demonstram que varios genes sao regulados pela sinalizacado do receptor
AT1 e incluem aqueles que codificam proteinas associadas com a invasdo do
trofoblasto (por exemplo, inibidor do ativador de plasminogénio-1) e a angiogénese
(receptor 1 do fator de crescimento endotelial). A sinalizacdo de Ang Il também ativa
NF-kappa B e estimula a sintese de NADPH-oxidase pelos trofoblastos (Dechend et
al., 2003). Ang Il diminui a atividade do sistema transportador de aminoacido A em
fragmentos das vilosidades da placenta humana através de ativacdo do receptor
AT1, uma caracteristica que pode contribuir para RCIU em alguns casos (Shibata et
al., 2006). Além da regulagcédo da expressao de genes especificos 0 SRA possui um
papel regulador fundamental na circulacdo feto-placentaria, permitindo fluxo
sanguineo placentario adequado para oxigenacdo fetal e maturacdo. Estudos
recentes sugerem que o tecido decidual serve como fonte de producéo de Ang Il e
os trofoblastos servem como alvos paracrinos da sinalizacdo de Ang Il através da
ativacao dos receptores AT1.

Os resultados obtidos com tecido humano foram confirmados e expandidos
para estudos em camundongos. Takimoto et al. acasalaram camundongos machos
transgénicos portadores do gene da renina humana com fémeas transgénicas
portadoras do gene do angiotensinogénio humano. Eles mostraram ativacdo da
expressdo do gene da renina nas células trofoblasticas no final da gestacdo e que
renina humana é liberada pela placenta para a circulacdo materna (Takimoto et al.,
1996). Considerados em conjunto, ambos os estudos em seres humanos e em
animais indicam que o SRA sofre alteracfes especificas e necessarias durante a

gravidez normal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais

Analisar o efeito da administracdo de dieta materna hipersédica (periodo pré-
gestacional, durante a gestacédo e lactacdo) sobre o desenvolvimento do rim dos

filhotes machos.

2.2 Especificos

a) Avaliar o efeito da dieta hipersédica nas maes sobre o ganho de massa
corporal, a ingestao e a eficiéncia alimentar, a presséo arterial, a toleréncia a
glicose e a concentracdo de corticosterona;

b) Estudar nos filhotes as possiveis diferencas na maturacdo glomerular;

c) Analisar nos filhotes se a dieta materna hipersddica esta relacionada com o
desenvolvimento de doengas cronicas na vida adulta da prole,
principalmente hipertensao arterial sistémica, resisténcia a insulina/diabetes,

disfuncdes renais.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais e dieta

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica para utilizacio e
cuidados dos animais experimentais da Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Brasil (protocolo numero CEA/050/2010, no anexo). Este estudo foi realizado em
conformidade com a diretriz de "Cuidado e Uso de Animais de Laboratério” — US
National Institute of Health 85-23, revisado em 1996.

Camundongos fémeas virgens da linhagem C57BL/6 foram alocados no
biotério do Laboratério de Morfometria, Metabolismo e doenca Cardiovascular
(LMMC), em caixas de polipropileno, mantidos em condi¢cdes controladas de
temperatura (21+2°C) e umidade (60+10%), com livre acesso a comida e a agua. O
ambiente foi submetido a ciclos de 12/12h claro-escuro e de renovacao de ar (15
min/h)*.

A partir de quatro semanas de idade, fémeas virgens C57BL/6 foram

separadas aleatoriamente em um dos dois grupos nutricionais:

a) grupo dieta padrdo (standard chow, SC, n = 20) que recebeu dieta para
camundongos, contendo 0,25 % NaCl, sendo 0,1% de Na;

b) grupo dieta hipersédica (high-salt, HS, n = 20) que recebeu dieta contendo
4% NacCl, sendo 1,6% de Na.

O conteudo de vitaminas e minerais foi idéntico em ambas as dietas — exceto
para o cloreto de sédio - e seguiram os padrdes recomendados para dietas de
roedores pelo Instituto Americano de Nutricdo para apoiar o crescimento durante a
gravidez, lactacdo e pos-desmame (Reeves et al., 1993).

* 0 comité local para o cuidado e uso de animais experimentais tem enfatizado a necessidade de aumentar os esforgos
para reduzir o uso de animais em estudos experimentais. Estamos alinhados com esta preocupagdo. Nos reduzimos o
numero de animais no estudo, compartilhando as méaes do grupo SC deste estudo com outro estudo do nosso grupo,
mas mantendo a garantia da qualidade dos resultados (Bringhenti et al., 2013).
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A dieta padrdo contém 2,5g de NaCl que esta contido nos 35g da mistura de
minerais, em 1000g de dieta, perfazendo um percentual de 0,25% de NaCl na dieta.
Como o Na representa 40% do NaCl, tem-se 1g de Na em 1000g de dieta,
perfazendo um percentual de 0,1% de Na na dieta.

A dieta hipersédica teve a adicdo de 40g de NaCl (adicionados aos 2,59 de
NacCl, ja presentes na mistura de minerais em 1000g de dieta). Esta dieta contém
entdo 42,59 de NaCl em 1040g de dieta, perfazendo um percentual de 4,08% de
NaCl. H4 17g de Na em 10409 de dieta, correspondendo um percentual de 1,6% de
Na na dieta hipersadica.

Ambas as dietas experimentais foram fabricados pela PragSolucdes (Jau, S&o
Paulo, Brasil) e a composicéo nutricional esta detalhada na Tabela 1.

ApoOs 8 semanas em suas respectivas dietas, fémeas com 12 semanas de
idade foram acasaladas com machos C57BL/6 alimentados com dieta controle. No
dia em que foi identificado o "plug" vaginal positivo, este foi considerado o primeiro
dia da gestacdo. Fémeas gravidas foram transferidas para caixas individuais e
mantidas nas suas respectivas dietas durante a gestacéo e lactacao.

Durante todo o periodo experimental foram mensuradas semanalmente a
massa corporal (MC) e a ingestdo de agua das progenitoras; o consumo alimentar
foi mensurado diariamente. As dietas experimentais foram renovadas diariamente e
a racao nado digerida foi descartada. O consumo alimentar dos camundongos foi
mensurado pelo Compulse v 2.7.13 (Harvard / Panlab, Barcelona, Espanha) durante
72 h e, além disso, a ingestdo alimentar foi monitorada diariamente (sempre no
mesmo horario, as 12h), mediante subtracdo entre a quantidade total de racao
fornecida e a quantidade de racdo remanescente na caixa. O consumo de energia foi
calculado como o produto do consumo alimentar pelo contetdo energético da racao.
Adicionalmente, a eficiéncia alimentar (EA) das progenitoras foi calculada a partir da
relacdo entre o ganho de MC (em g) e o consumo alimentar (em KJ) por animal,
apresentado como percentual. Os animais tiverem livre acesso as ragodes
experimentais e a agua.

No dia do nascimento o sexo dos filhotes foi identificado analisando a
distancia anus-genital, que é dimérfica sexual em camundongos, com a distancia
anus-genital do macho aproximadamente duas vezes maior que da fémea
(Hotchkiss e Vandenbergh, 2005).
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A seguir, a MC dos filhotes foi medida individualmente. Depois, o tamanho da
ninhada foi fixado, aleatoriamente, em seis animais a fim de uniformizar a
alimentacdo dos filhotes durante o periodo de lactacdo, garantindo a nutricdo
adequada para todos os filhotes (Langley-Evans et al., 1996).

Os filhotes foram denominados de acordo com dieta materna, ou seja, filhotes
SC foram provenientes das mées alimentadas com racéao padréo; filhotes HS foram
provenientes das maes alimentadas com ragédo hipersodica. Ambos o0s grupos de
filnotes, SC e HS, foram estudados em trés idades diferentes: no dia do nascimento
(O dia), aos 10 dias de idade, e aos trés meses apds o0 nascimento. Um macho de
cada ninhada foi designado aleatoriamente para 0s grupos experimentais.

O mesmo protocolo foi utilizado para as ninhadas SC e HS. Em resumo, sete
filhotes machos provenientes de sete ninhadas diferentes (tanto SC como HS) foram
mortos ao nascimento (n = 7). Outros sete filhotes machos foram mortos com 10 dias
de idade (n = 7). Ap6s o desmame o restante dos filhotes machos foram separados e
ao completarem trés meses de idade foram mortos (n = 6). A massa corporal (MC) e
o comprimento naso-anal (CNA) também foram aferidos no dia do nascimento, aos

10 dias de idade e aos trés meses de idade.
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Tabela 1 - Composicao das dietas experimentais.

Dietas Experimentais

Ingredientes, g/ka 5C HS
Caseina 190,0 180,0
Maisena 530486 533 436
Sacarose 100,0 1000
Oleodezoja 00 700
Fibra 50,0 50,0

Mistura devitaminas*

Mistura de minerais = 35,0 380
Cistina 30 3,0
Colina 2,5 25
Antioxidarte 0.o14 0.014
Total 1.000,0 1.000,0
Magl (adicional) oo 40,0
Total L0000 1.040,0
Energia (Kealikg) 28800 3.950,0
Carboidrata (%) &4 &4
Froteina (%) 12 19
Lipidios (%) 17 17

Nota: Mistura de vitaminas* e de minerais** segundo a recomendacdo da AIN-93G (Reeves et al.,
1993). Mistura de minerais** - contém na sua composicao 2,5g de NaCl em 1000g de dieta.
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3.2 Grupos de mées

3.2.1 Pressao arterial

Duas semanas antes do experimento, os animais foram condicionados ao
procedimento, colocados no plestimografo para se habituarem ao equipamento e a
manipulacdo. As medidas de pressdao arterial sistélica (PA) foram feitas
semanalmente (toda quinta-feira as 13 h) em camundongos conscientes durante as
oito semanas pré-gestacionais, utilizando método nédo invasivo de pletismografia da
artéria da cauda (Letica LE 5100, Harvard / Panlab, Barcelona, Espanha). Foi

considerada a média de trés medi¢cdes em cada momento.

3.2.2 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e corticosterona sérica

Todas as progenitoras foram submetidas ao teste oral de tolerancia a glicose
(TOTG) antes da administracdo das dietas e apds oito semanas do periodo pré-
gestacional. As maes ficaram em jejum durante 6 h e depois foi administrada, por
gavagem orogastrica, uma solucdo contendo glicose (25% em salina estéril- 0,9%
NaCl) na dosagem de 1 g/kg. O sangue foi coletado da veia caudal apds os tempos
0, 15, 30, 60 e 120 min, sendo que os niveis glicémicos foram medidos com
glicosimetro (Accu-Chek, Roche, Alemanha). Para a avaliacdo da intolerancia a
glicose foi considerada a "area sob a curva", no grafico da evolucdo da glicemia,
mensurada com o programa Prism (versdo 6.03 para Windows, GraphPad, San
Diego, CA, USA). O nivel de glicemia no tempo 0 foi considerado o nivel de glicose
em jejum.

Apds o desmame, as fémeas foram profundamente anestesiadas com
pentobartital sédico (150 mg/kg) por via intraperitoneal. O torax foi aberto e o sangue
foi coletado por puncdo cardiaca. O soro das maes foi obtido para a analise

subsequente de corticosterona pelo método de ELISA. As concentracdes séricas de
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corticosterona foram determinadas a partir de um kit para camundongos
(Corticosterone ELISA kit ab 108821; Abcam Inc, Cambridge, USA). Todas as
amostras foram analisadas em duplicata, com um coeficiente de variagéo de 4,4%

para corticosterona.

3.3 Grupos de filhotes

3.3.1 Biometria e eutanasia

A MC e o CNA foram avaliados desde o nascimento até trés meses de idade.
Vale ressaltar que os animais foram alimentados com uma dieta padrdo desde o
desmame até trés meses de idade.

Ao nascimento e aos 10 dias de idade, os filhotes machos foram mortos por
decapitacdo e a glicemia foi aferida usando glicosimetro (Accu-Check, Roche,
Alemanha). Aos trés meses de idade, foi realizado TOTG da mesma maneira como
descrito para as progenitoras. Apds duas semanas, os animais foram profundamente
anestesiados (pentobartital sodico intraperitoneal, 150 mg/kg) e em seguida mortos
por exsanguinacdo. Amostras de sangue foram coletadas e o plasma foi obtido para
analises bioquimicas subsequentes.

Em todas as idades (ao nascimento, aos 10 dias e aos trés meses) 0s rins
direitos foram dissecados, pesados e fixados para microscopia de luz (1,27 mol/L de
formaldeido em 0,1 M tampao fosfato, pH 7,2) durante 48 h em temperatura

ambiente. Os rins esquerdos foram congelados a -80° C para analises moleculares.

3.3.2 Pressao arterial

As PA foi aferida aos trés meses de idade (toda quinta-feira as 13:00) em

camundongos conscientes utilizando método néo invasivo de pletismografia caudal
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(Letica LE 5100, Harvard / Panlab, Barcelona, Espanha). A média de trés medi¢cdes
em cada momento foi considerada. Desde duas semanas antes de completarem trés
meses de idade, os animais foram colocados no plestimografo para minimizar o

estresse causado pelo procedimento.

3.3.3Rim

Ao nascimento e aos 10 dias de idade os rins direitos dos filhotes foram
dissecados, pesados e divididos longitudinalmente em duas metades, e rapidamente
fixados (1,27 mol/L de formaldeido em 0,1 M tampao fosfato, pH 7,2) durante 48 h
em temperatura ambiente e, em seguida, incluidos com a face cortada para baixo
em Paraplast plus (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Os blocos foram cortados
em série com 5 um de espessura e, entdo, corados com hematoxilina e eosina.

Glomérulos imaturos e maduros foram estimados ao nascimento e aos 10
dias (quando se estima estar terminada a glomerulogénese em roedores).
Glomérulos imaturos foram identificados como aqueles que apresentavam formato
em virgula ou formato em S. Glomérulos maduros séo vascularizados e formados
por um aumento no citoplasma de poddcitos e invaginagdes para o centro da area
mesangial, criando uma estrutura relativamente circular ao corte (Figura 5) (Almeida
e Mandarim-de-Lacerda, 2002; Almeida et al., 2003).



44

Figura 5 — Fotomicrografia do rim

Nota: Fotomicrografia do rim, ilustrando as formas de glomérulos imaturos (de cima para baixo,
formato em virgula, formato em S) e maduro (abaixo).
Fonte: A autora, 2014.
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Aos trés meses de idade, o numero e o volume médio de glomérulos foram
estimados com estereologia. Apés a dissec¢do da gordura ao redor do rim, 0s rins
direitos foram pesados, e cortados ao meio longitudinalmente. A metade ventral foi
fixada (1,27 mol/L de formaldeido em 0,1 M tampé&o fosfato, pH 7,2) durante 48 h em
temperatura ambiente e, em seguida, foi incluido com a face de corte para baixo em
Paraplast plus (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A estimativa do numero de
glomérulos foi realizada pelo método do fractionator/disector.

O bloco foi cortado em série com 5 pm de espessura. Os cortes foram
corados com hematoxilina e eosina e montados em laminas de vidro. Em uma série
consecutiva de cortes, comegando em um corte aleatorio, varios “pares de disectors”
foram construidos com intervalo de 20 um (d), que representou cerca de 1/3 a 1/4 do
didametro médio glomerular, determinado previamente. A partir dai um "par de
disectors" foi selecionado considerando cada décimo corte a partir do primeiro corte
escolhido de forma aleatoria, e o terceiro corte a partir do décimo corte (disector
fisico — Fig. 6). Resumidamente, em cada “par de disectors” foram obtidas imagens
digitais de areas semelhantes em ambos os cortes, com base em pontos anatémicos
de referéncia, com um microscopio Leica DMRBE (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Alemanha) e a camera Infinity 1-5¢ (Lumenera Co., Ottawa , ON, Canada).
As imagens foram obtidas com uma objetiva de 20x e aumento final de 200 vezes. A
seqguir, foram utilizados dois computadores portateis idénticos com tela de 14
polegadas onde as duas imagens foram analisadas simultaneamente, a primeira
imagem no primeiro computador e a segunda imagem no segundo computador. Em
ambos os computadores portateis, foi colocada uma area-teste (Ar) produzida com o

programa Stepanizer via internet (www.stepanizer.com) (Tschanz et al., 2011).

Foram contados os perfis glomerulares que apareceram na primeira imagem
(computador da esquerda, considerado plano "look-up”), mas ndo no plano
subsequente (computador da direita, considerado plano "look-down"). Também néo
se contou o glomérulo cortado pela "linha proibida" ou suas extensées (Gundersen,
1977).

A densidade numérica dos glomérulos do rim direito (Nv[glom]) foi estimada
como Nv[glom] = > Q'/d.Ar, onde Q é o numero de perfis glomerulares contados com
o disector, d é a distancia entre os “pares de disector”. O numero total de glomérulos
do rim direito (N[glom]) foi estimado como N[glom] = (1/f1) - (1/2) - Q-
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considerando f1 e f2 como fracdes de amostragem (amostras da metade do rim, e as
areas dos cortes da amostra).

Nas imagens consideradas planos "look-up" foi depois colocado um sistema-
teste com 49 pontos (Pt) produzida com o Stepanizer. A densidade de volume dos
glomérulos Vv[glom]) foi estimada com a técnica de "contagem de pontos”, sendo:
Vv[glom] = P[glom]/ Py, sendo P[glom] o numero de pontos sobrejacentes aos
glomérulos. O volume médio do glomérulo foi estimado pela razdo entre
Vv[glom]/Nv[glom] (Nyengaard, 1999). Neste estudo ndo separamos glomérulos
justamedulares de glomérulos corticais para fins de estimativas quantitativas.

Outro conjunto de cortes, incluindo os cortes ndo utilizados para o método
do fractionator/disector, foram corados com &cido periddico de Schiff (PAS, para
realcar as membranas basais dos capilares glomerulares e do epitélio tubular e
capsula glomerular). Nestes cortes, considerou-se "glomérulo esclerosado” o
glomérulo que apresentasse ruptura da capsula glomerular ou colapso da alcas
capilares com uma cicatriz em qualquer parte do glomérulo. Estimou-se a razéo
entre glomérulos esclerosados e nao-esclerosados, em percentagem, em pelo
menos dez campos aleatérios da metade dorsal do coértex renal do rim direito de
cada animal. As contagens foram feitas dentro de uma area-teste obtida com o

programa Stepanizer (Santosetal.,2013)
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Figura 6 - Representacdo esquematica do método "disector"
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Legenda: Representacdo esquematica do "disector" (A) e do “par de disectors” na técnica do "disector
fisico" usado no rim (B).
Fonte: (Mandarim-de-Lacerda, 2003).
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3.3.4 Funcao Renal

As amostras de urina foram coletadas aos trés meses de idade, uma semana
antes da eutanasia. Os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas (n = 6 por
grupo) e mantidos durante 48 h para se aclimatarem com livre acesso a comida e
agua. Depois foram mantidos durante trés dias para medir o consumo de agua e o
volume de urina de 24 h. A urina foi coletada e centrifugada (120 g por 15 min) para
remover os residuos solidos. Apos 24 h, o débito urinario e a ingestdo de 4gua foram
ajustados pela MC (mL/g MC). Foram medidas as concentracdes de ureia,
creatinina, proteinuria através do método colorimétrico (Bioclin System Il, Quibasa,
Belo Horizonte, MG, Brasil), e as concentracdes dos eletrolitos sédio (Na+) e
potassio (K+) com o equipamento Drake Iselab eletrolitos Analyzer) (Iselab, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil).

Foram avaliados os seguintes parametros:

a) clearance da creatinina = (1000 x [volume da urina (mL)] x [concentracdo da
creatinina na urina (mg/dL)] / [concentracdo da creatinina sérica (mg/dL)J/
massa corporal);

b) clearance da ureia = ([volume da urina (mL)] x [concentracdo de ureia
na urina (mg/dL)] / [concentracdo de ureia sérica (mg/dL)]/massa
corporal);

c) taxa de filtracdo glomerular (TFG) = (media aritmética entre clearance de
creatinina e clearance da uréia/ massa corporal); (Pico et al., 2012);

d) Fracdo de excrecao do sodio (FeNa+) = ([sodio urinario/sddio sérico] /
[creatinina urinaria/creatinina sérical);

e) Fracdo de excrecdo do potassio (FeK+) = ([potassio urinario /potassio
sérico] / [creatinina urinaria/creatinina sérical);

f) Fracdo de excrecdo da ureia (FeU) = ([ureia urinaria/ureia sérica] /

[creatinina urinaria/creatinina sérical).
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3.3.5 Western blotting

Apéds a eutanasia, rapidamente o rim esquerdo foi retirado e homogeneizado
no gelo, com um homogeinizador durante 15 s em tamp&o contendo 25mM Tris-
HCI,100 pg PMSF, 2mM EDTA, 1% triton 100 e cocktail de inibidores de protease. O
homogeinado resultante foi centrifugado a 7.380 rpm a 4° C durante 20 min, e 0
sobrenadante foi coletado. As proteinas foram desnaturadas em banho seco durante
5 min a 5° C (Digital Dry bath, Accu Block, Labnet International, Inc.). A concentracéo
de proteina lisada foi determinada utilizando um kit de avaliacdo de proteinas BCA
(Thermo Scientific, Rockford, IL, EUA). ApGs desnaturacdo, as proteinas foram
separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e transferidos para
uma membrana de nitrocelulose (Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, EUA).

As membranas foram entdo incubadas em leite em p6 desnatado a 6% (w/v)
dissolvido em T-TBS (Tampéo tris salina), contendo Tris-HCL a 20 mmol /L (pH 7,4)
e 500 mmol /L de NaCl por 1,5 h em temperatura ambiente para o bloqueio de sitios
de ligacbes e sequencialmente incubada durante toda a noite a 4°C com o0s

seguintes anticorpos primarios:

a) anti-renina (SC137252; Santa Cruz Biotechnology, 1:1000),
b) anti-Ang-ll (ab89892; Abcam, 1:1000),

c) anti-AT1R (SC579, Santa Cruz Biotechnology; 1:1000),

d) anti-AT2R (SC48452, Santa Cruz Biotechnology, 1:1000),

e) anti-podocina (SC21009, Santa Cruz Biotechnology, 1:1000),
f) anti-WT1 (SC192, Santa Cruz Biotechnology, 1:500).

Apos a incubacdo com o anticorpo primario, as membranas foram incubadas
com um anticorpo secundario durante 1h em temperatura ambiente.

A seguir a membrana foi incubada com reagente de deteccdo de
guimioluminescéncia aumentada (ECL, Amersham BioCiences, PiCataway, NJ,
USA) e imagens do blot foram obtidas utilizando um sistema de imagem molecular
ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A intensidade de

guimioluminescéncia das bandas foi quantificada utilizando o software ImageJ,
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versao 1.47j] (NIH, imagej.nih.gov/ij, EUA). O anticorpo monoclonal para beta-actina
(anti-mouse, SC81178; Santa Cruz Biotechnology; 1:1000) foi usado para corrigir 0s

valores das proteinas utilizadas no estudo.

3.4 Andlise estatistica dos dados

Todos os dados foram testados para a distribuichio normal e a
homogeneidade de variancia, sendo reportados como média e erro padrdo da
média.

As diferencas entre os grupos foram estabelecidas com o teste-t de Student
nao pareado, ou por andlise de variancia (ANOVA) de um fator, com pds-teste de
Holm-Sydak.

O teste exato de Fisher foi utilizado para testar as diferencas na frequéncia de
progenitoras gravidas, bem como a taxa de mortalidade na prole.

Em todos os casos, o nivel de significancia adotado foi P<0,05 (GraphPad

Prism versado 6.03 para Windows, GraphPad Software, La Jolla, California, EUA).
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4 RESULTADOS

4.1 Dados maternos

4.1.1 Massa corporal e eficiéncia alimentar

O ganho de MC foi avaliado durante todo experimento. Durante as oito
semanas antes da gestacao, nao houve diferenca no ganho da MC entre o grupo SC
e o grupo HS (5,11 + 0,60 g vs. 3,88 + 0,55 g, P=0,162). Durante a gestacao, o
ganho de MC foi 2,71 vezes maior nas fémeas do grupo HS do que nas fémeas do
grupo SC (11,64 + 0,95 g vs. 3,13 £ 0,45 g, P<0,0001). Antes da gestacéo, a EA néo
foi diferente entre os grupos SC e HS. Durante a gestacao, EA foi 2,66 vezes maior
nas fémeas do grupo HS do que nas fémeas do grupo SC (6,92 + 0,59 g /kJ vs. 1,89
+ 0,27 g /kJ, P<0,0001). No 10° dia do periodo de lactacdo, as fémeas do grupo HS
estavam 0,20 vezes mais pesadas do que as fémeas do grupo SC (23,8 + 1,03 g vs.
19,7 £ 0,42 g, P=0,001). As fémeas do grupo HS tiveram um aumento de 0,84 vezes
na ingestao alimentar em relacdo as fémeas do grupo SC (5,9 + 0,40 g/dia vs. 3,2 +
0,20 g/dia, P<0,0001). Portanto, as fémeas do grupo HS apresentaram um aumento
de 0,86 vezes no consumo de energia em relacdo as fémeas do grupo SC (98,6 +
6,64 kJ vs. 52,8 + 1,10 kJ, P<0,0001) (Tabela 2).

De acordo com a AIN93G, 1g de alimento é composto por 0,64 g de hidrato
de carbono, 0,20 g de proteina e 0,07 g de lipidio. Portanto, € possivel calcular o
consumo diario em gramas destes componentes alimentares. Para as mées SC,
estimou-se 2,05 + 0,19 g de hidrato de carbono, 0,64 + 0,04 g de proteina, 0,22 +
0,01 g de lipidio, e 3,2 + 4 mg de Na. Para as mées HS, estimou-se 3,78 £ 0,25 g de
hidrato de carbono, de 1,18 + 0,08 g de proteina, 0,41 + 0,03 g de lipidio, e 96,2 + 10
mg de Na. As diferencas foram significativas, entre os grupos de mées SC e HS

(P<0,0001) para todos os componentes.
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4.1.2 Teste oral de tolerancia a glicose

O TOTG foi realizado em dois momentos distintos: antes da administracao
das dietas e apOs as oito semanas de dietas experimentais (referente ao periodo
pré-gestacional). No periodo que antecedeu a administracdo das dietas, ndo houve
diferenca no TOTG das progenitoras dos grupos SC e HS. Entretanto, ao final das
oito semanas de dieta, as mées do grupo HS apresentaram niveis de glicose em
jejum 0,63 vezes maior do que as maes do grupo SC (7,7+0,13 mmol/L vs.. 4,7+0,21
mmol/L, P<0,0001) e um aumento significativo da area sob a curva em relacdo ao
grupo SC (0,22 vezes maior no grupo HS do que no grupo SC, 14,5 + 0,84 a.u. vs..
11,8 + 0,54 a.u.; P=0,02) (Tabela 2). Este resultado mostra que houve alteracdo do

metabolismo dos carboidratos das maes do grupo HS.

4.1.3 Ingestdo Hidrica

As mées do grupo HS apresentaram um consumo hidrico 2,00 vezes maior do
gue as maes do grupo SC (10,8 + 11,3 mL vs.. 3,6 + 1,6 mL, P=0,0003) (Tabela 2).

4.1.4 Presséao arterial e corticosterona sérica

A PA das maes foi aferida durante todo o periodo pré-gestacional. As maes
do grupo HS apresentaram elevacédo importante dos valores presséricos em relacéo
as maes do grupo SC (0,43 vezes maior no grupo HS do que no grupo SC; 181,1 +
2,32 mmHg vs.. 126,4 + 2,41 mmHg, P<0,0001) (Tabela 2).

Em relacdo as concentracdes de corticosterona sérica, as mées do grupo HS
apresentaram aumento significativo de cortiscosterona quando comparadas as maes
do grupo SC (2,00 vezes maior no grupo HS do que no grupo SC; 8,8 £ 1,40 ng /ml
vs. 2,9 £ 0,19 ng /ml, P=0,01) (Tabela 2).
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Tabela 2- Dados das progenitoras que receberam dieta padrédo (SC) ou dieta
hipersddica (HS) durante as oito semanas antecedentes a gestacao e
durante a gestacao (valores em média + EPM), n=10..

Progenitoras SC HS P
Eficiéncia alimentar pré-gestacional, g/kJ 0,99+0,04 1,13£0,13 Ns
Eficiéncia alimentar durante a gestagao, g/kJ 1,89+0,27 6,92+0,59 <0,0001
Massa corporal (10 dias do periodo de lactagao), g 19,740,42 23,8+1,03 0,001
Ingestéo alimentar (periodo de lacta¢éo), g/dia/animal 3,2+0,20 5,9+0,40 <0,0001
Consumo energético (periodo de lactagao), kd/dia/animal 52,8+1,10 98,6+6,64 <0,0001
TOTG antes da administragéo das dietas, ASC, a.u. 13,240,36 13,2£0,53 Ns

TOTG ap6s 8 semanas (periodo pré-gestacional), AUC, a.u. 11,840,54 14,5+0,84 0,02

Glicemia de jejum, mmol/L 4,7+0,21 7,7+0,13 <0,0001
Ingestéo hidrica, mL/dia 3,6 £1,60 10,8 #11,30  0,0003
Cortiscosterona, ng/mL 29+0,19 8,8+ 1,40 0,01
Pressao arterial (antes da gestagédo), mmHg 126,4+241  181,1£2,32  <0,0001

Nota: As diferencas entre os grupos séo indicados pelo valor do P (teste-t ndo pareado). Legenda:
u.a. = Unidades arbitrarias; ASC = area sob a curva; ns = nao significativo; TOTG = teste oral
de tolerancia a glicose
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4.2 Dados da prole

4.2.1 Ao nascimento

O tamanho das ninhadas e a massa corporal dos filhotes ndo foram diferentes
entre os grupos SC e HS. Entretanto, a mortalidade neonatal foi maior na prole de
maes HS do que na prole de maes SC (P=0.002) (Tabela 3).

Tabela 3- Dados da prole de mées que receberam dieta padrdo (SC) ou dieta hipersodica
(HS) desde oito semanas antes da gestacdo e durante a gestacéo e lactagdo
(valores em média £ EPM), n=7.

Dados da prole (ao nascimento) SC HS P
Relagdo macho-fémea 1:1 1:1 ns
Tamanho da ninhada 7+1 7+1 ns
Massa corporal, g 1,30+0,03 1,26+0,15 ns
NUmero de natimortos por grupo de maes,% 3/126 20/114 0,002

Nota: As diferencas entre os grupos séo indicados pelo valor do P (teste-t ndo pareado
ou teste exato de Fisher). Legenda: ns = néo significativo.

4.2.2 Massa corporal e massa renal

A MC nao apresentou diferenca entre os filhotes dos grupos HS e SC, ao
nascimento (1,26 £ 0,07 g vs.. 1,29 + 0,01 g; P=0,679), aos 10 dias de idade (5,09 £
0,10g vs.. 5,30 + 0,24 g; P=0,435), e aos trés meses de idade (23,75 + 0,59 g vs..
22,60 £ 1,14 g; P=0,388).

Ao nascimento nédo foi observada diferenca na razdo da massa renal/ MC entre
os filhotes dos grupos HS e SC (0,0046 = 0,0002 vs.. 0,0043 = 0,0001; P=1,0).
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Entretanto, as diferengas foram significativas aos 10 dias de idade (0,0055 + 0,0002
vs.. 0,0046 = 0,0001; P<0,001), e aos trés meses de idade (0,0052 + 0,0002 vs..
0,0045 £ 0,0001 ; P<0,001) (Tabela 4).

4.2.3 Glicemia

Em relacdo aos niveis de glicose sanguinea, ndo houve diferenca entre os
filhotes dos grupos HS e SC ao nascimento (2,0 £ 0,16 mmol/L vs.. 2,0 = 0,30
mmol/L; P=1,0) e aos 10 dias de idade (6,9 £ 0,36 mmol/L vs.. 7,1 = 0,04 mmol/L;
P=0,591).

Aos trés meses de idade, os niveis de glicose sanguinea nos filhotes do
grupo HS foram 0,48 vezes maiores do que os filhotes do grupo SC (7,8 + 0,37
mmol/L vs.. 11,6 £ 0,57 mmol/L, P<0,0001) (Tabela 4).

4.2.4 Pressao arterial

Aos trés meses de idade a PA foi maior 0,21 vezes nos filhotes do grupo HS
do que nos filhotes do grupo SC (115,4 + 2,3 mmHg vs.. 140,2 £+ 4,5 mmHg;
P=0,001) (Tabela 4).

4.25T0TG

Aos trés meses de idade, o TOTG foi 0,30 vezes maior nos filhotes do grupo
HS do que nos filhotes do grupo SC (20,354 + 1,469 a.u vs. 15,585 + 829,0 a.u,;

P=0,02), indicando uma intolerancia a glicose no grupo HS (Figura 7).
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4.2.6 Ri

3

Aos 10 dias de idade, os filhotes do grupo HS apresentaram imaturidade
glomerular maior do os que os filhotes do grupo SC. Os percentuais de maturidade
nos filhotes do grupo HS e SC foram 94 + 0,3 % vs. 100 %, respectivamente
(P<0,0001).

Aos trés meses de idade, o numero de glomérulos foi 0,50 vezes menor nos
filhotes do grupo HS em relacéo aos filhotes do grupo SC (P<0,0001) (Figuras 8 e 9),
e o volume glomerular foi 2,00 vezes maior nos filhotes do grupo HS do que nos
filhotes do grupo SC (P=0,0009) (Figura 10). Adicionalmente, os filhotes do grupo HS
apresentaram um aumento de 2,60 vezes no indice de esclerose glomerular do que
os filhotes do grupo SC (36 = 3 % vs. 10 + 2 %; P<0,0001) (Figura 8 e Tabela 4).



Figura 7 - Tolerancia a glicose da prole
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Nota: Teste Oral de Tolerancia a Glicose da prole aos trés meses de idade.

Legenda: Valores em média + EPM; n = 5. As diferencas foram avaliadas com teste-t ndo pareado.
Nos casos assinalados, P<0,05, [*] quando comparado ao SC. Abreviagdes: ASC, area
sob a curva, a.u., unidades arbitrarias; SC, grupo dieta materna padrao; HS, grupo dieta

materna hipersaédica.
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Figura 8 - Esclerose e numero glomerular da prole

Nota: Fotomicrografias do cOrtex renal da prole aos trés meses de idade (barra de calibracdo = 50
pm).

Legenda: (A) prole SC (coloracao PAS), mostrando um glomérulo perfeito com capsula glomerular
continua (seta), espaco capsular (seta aberta) e capilares abertos no tufo glomerular. (B)
prole HS (coloracdo PAS), com um glomérulo esclerosado mostrando a céapsula
glomerular interrompida e uma cicatriz no meio do glomérulo (*). (C) prole SC (coloracao
HE) e (D) prole HS (coloracao HE): fotomicrografias com uma é&rea teste sobreposta, com
a "linha proibida" (linha continua), incorporada. Temos seis glomérulos em (C), e trés
glomérulos em (D). As cruzes representam glomérulos atingidos pela "linha proibida".
Além disso, observam-se maiores glomérulos em (D) do que em (C). Abreviagfes: SC,
grupo dieta ma terna padréo; HS, grupo dieta materna hipersddica.



Figura 9 - Volume e numero glomerular da prole
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Legenda: Valores em média =+ EPM; n = 5. As diferencas foram avaliadas com teste-t ndo pareado.

Nos casos assinalados [*], P<0,05.



durante a gestacao e lactacdo (valores em média + EPM), n=5.
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Tabela 4 — Dados da prole de maes que receberam dieta padrédo (SC) ou dieta hipersédica (HS) desde oito semanas antes da gestacao e

Dia 0 (n=5) Dia 10 (n=5) Dia 90 (n=5)
Prole

SC HS SC HS SC HS
Massa Corporal, g 1,2040,01 1,26+0,07 5,09+0,10° 5,3040,24% 23,75+0,59°° 22,60+1,14"
Massa renal/Massa corporal (x107), 0,46+0,02 10,43+0,01 0,55#0,02  0,46%0,01* 0,52+0,02 10,4520,01*
Glicose, mmol/L 2,0£030 2,0¢0,16  7,1:0,04" 6,9+0,36°  7,8:0,37°  11,6+057 °
Maturidade dos corpusculos, % 42+0,2 381“0,3* 100" 9410,3’”< 100" 100*®
Ndmero de glomérulos, mm® - - - - 11.990 +537 5.751 + 314
Volume glomerular médio, um> - ; - ; 556450,2 1.657+206,8
indice de esclerose glomerular, % - - - - 10+2 3643
Presséo arterial, mmHg - - - - 115,4+ 2,3 140,214,5*
Frequéncia cardiaca, bpm - - - - 423 £ 4 412 £ 4

Nota: As diferencas foram avaliadas com one-way ANOVA e poés-teste de Holm-Sydak. Aos 90 dias, alguns dados existentes apenas nesses
grupos foram testados com o teste-t ndo pareado. Nos casos assinalados, P< 0,05, [*] quando comparado com o SC; [x] comparado a 0
dia; [8] comparado a 10 dias. Grupos: SC, prole de mées alimentadas com dieta SC; HS, prole de mées alimentadas com dieta HS.
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4.2.7 Funcao renal

Aos trés meses de idade, o débito urinario de 24 h ajustado pela MC foi
significativamente menor nos filhotes do grupo HS do que nos filhotes do grupo SC
(P=0,01). A excrecdo de creatinina urindria também encontra-se reduzida nos
filhotes do grupo HS, quando comparada com os filhotes do grupo SC (P=0,01). A
elevacao da creatinina sérica nos filhotes do grupo HS indica o comprometimento da
funcao renal nestes animais, quando comparado aos controles (P<0,0001). Aos trés
meses de idade, como consequéncia dos eventos que acompanharam a dieta, a
meédia do clearance de creatinina nos filhotes do grupo HS estava em apenas 10%
daquela apresentada pelos filhotes do grupo SC (P=0,004).

No mesmo sentido, a ureia urinaria foi menor nos filhotes do grupo HS
(P=0,02) e a ureia sérica estava mais elevada nos filhotes do grupo HS (P<0,0001).
Portanto, o clearance de ureia foi 0,90 vezes menor nos filhotes do grupo HS quando
comparado com os filhotes do grupo SC (P=0,01). Consequentemente, se
atribuirmos os valores da Taxa de Filtracdo Glomerular como a média dos
clearances de ureia e creatinina, constatamos que filhotes do grupo
HS apresentaram apenas 11% da funcdo verificada nos animais do grupo
controle (P=0,002).

A fracdo de excrecdo de sddio foi calculada e se mostrou cerca de 15 vezes
maior nos filhotes do grupo HS (P<0,0001); a fracdo de excrecao de potassio foi 21
vezes maior nos filhotes do grupo HS (P= 0,006) e a fracdo de excrecdo da ureia foi
cerca de 5 vezes maior nos filhotes do grupo HS (P=0,04). A proteindria que é um
indicador de lesdao glomerular, foi de 4,64+1,6 g/L nos filhotes do grupo HS contra
0,68+0,1 g/L nos filhotes do grupo SC (P=0,04) (Tabela 5).



Tabela 5 - Funcao renal da prole aos trés meses de idade (valores em média £+ EPM), n=5.

Dados SC (n=h) - HS (n=5) P
Ingestdo hidrica (mL/dia/animal) 5,2+4,31 7,145,22 ns
Diurese (ml/dia) 1,7+0,1 0,9+0,1 0,01
Creatinina urinaria (mg/dL) 53,06+5,52 28,60+5,13 0,01
Creatinina sérica (mg/dL) 1,41+0,03 11,44+0,02 <0,0001
Clearance de creatinina (mL/min/g)  1,56%0,17 0,15+0,02 0,004
Uréia urinaria (mg/dL) 105,49+8,29 51,97+15,70 0,02
Uréia sérica (mg/dL) 13,10+0,35 17,78+0,06 <0,0001
Clearance da ureia (mL/min/g) 0,41+0,07 0,04+0,01 0,01
Taxa de filtracdo glomerular (mL/min/g) 0,86x0,12 0,09+0,02 0,002
Fracdo de excre¢do de sodio 1,42+0,09 22,69+3,2 <0,0001
Fracdo de excrecdo de potassio 0,02+0,001 0,45+0,117 0,006
Fracdo de excrecdo da ureia 0,21+0,01 1,12+0,39 0,04
Proteindria (g/L) 0,68+0,1 4.64+1,6 0,04
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Nota: As diferencas entre os grupos séo indicados pelo valor do P (teste-t ndo pareado). Grupos: SC,
prole de mées alimentadas com dieta SC; HS, prole de mées alimentadas com dieta HS.
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4.2 .8 Expressao de proteinas

Os dados do Western blotting foram corrigidos pela expressao de beta-actina, que
foi utilizada como um controle. Nao foram observadas diferencas na expressao de

beta-actina entre os grupos SC e HS (dados ndo mostrados).

a) renina, angiotensina ll, AT1R, AT2R

A expressado de renina foi significativamente maior nos filhotes do grupo HS
guando comparado com os filhotes do grupo SC: ao nascimento (3,82 vezes maior
no grupo HS do que no grupo SC, P=0,04), aos 10 dias de idade (4,39 vezes maior
no grupo HS do que no grupo SC, P=0,04), e aos trés meses de idade (0,38 vezes
maior no grupo HS do que no grupo SC (P=0,01) (Figura 10).

N&o houve diferenca na expressédo de Ang-Il entre os filhotes dos grupos HS
e SC ao nascimento. Entretanto, aos 10 dias de idade, os filhotes do grupo HS
apresentaram uma expressao de Ang-ll 3,49 vezes maior no grupo HS do que no
grupo SC (P=0,04). Aos trés meses de idade, ambos os grupos de filhotes (SC e HS)
apresentaram um aumento na expressao de Ang-ll, quando comparados aos seus
respectivos grupos ao nascimento (8,33 vezes maior no grupo SC trés meses do que
no grupo SC ao nascimento, P<0,0001, e 3,55 vezes maior no grupo HS trés meses
do que no grupo HS ao nascimento, P<0,0001), e aos 10 dias de idade (8,45 vezes
maior no grupo SC trés meses do que no grupo SC 10 dias, P<0,0001, e 2,68 vezes
maior no grupo HS trés meses do que no grupo HS 10 dias, P<0,0001) (Figura 10).

N&o houve diferenca na expresséao de AT1R entre os filhotes dos grupos HS e
SC ao nascimento e aos 10 dias de idade. Aos trés meses de idade, entretanto, os
niveis de AT1R foi 1,32 vezes maior nos filhotes do grupo HS do que nos filhotes do
grupo SC (P=0,002) (Figura 10).

Aos trés meses de idade, a expressdo de AT2R foi menor 0,45 vezes nos

filhotes do grupo HS quando comparado com os filhotes do grupo SC (P=0,03).
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Figura 10 - Nivel protéico renal de renina, Ang Il e AT1R na prole
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Abreviacdo: Ang-ll, Angiotensina II; AT1R, receptor de angiotensina Il 1; Grupos: SC,
prole de maes alimentadas com dieta SC; HS, prole de mées alimentadas com dieta HS.
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b) WT1 e Podocina

A expressao de WT1 foi 0,89 vezes menor nos filhotes do grupo HS quando
comparada com os filhotes do grupo SC ao nascimento (P=0,04), 0,88 vezes menor
no grupo HS do que no grupo SC, aos 10 dias de idade (P=0,04) e 0,63 vezes menor
no grupo HS do que no grupo SC, aos trés meses de idade (P<0,0001) (Figura 11).

A expressédo de podocina foi 0,89 vezes menor nos filhotes do grupo HS
guando comparada com os filhotes do grupo SC ao nascimento (P= 0,04), 0,88
vezes menor no grupo HS do que no grupo SC, aos 10 dias de idade (P=0,04) e 0,57
vezes menor no grupo HS do que no SC, aos trés meses de idade (P<0,0001)
(Figura 11).
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Figura 11 — Nivel proteico renal de WT1 e podocina na prole
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Holm-Sidak. Nos casos assinalados, P<0,05; [*] quando comparado ao SC; [X]
comparado a 0 dia; [§] comparado a 10 dias. Abreviagdo: WT1, Gene supressor de tumor
de Wilms; Grupos: SC, prole de mées alimentadas com dieta SC; HS, prole de mées
alimentadas com dieta HS.
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5 DISCUSSAO

Conforme demonstramos, quando as méaes ingerem uma dieta hipersodica
resultam alteracfes significativas no desenvolvimento dos rins de sua prole. Vale
lembrar que os filhotes foram alimentados com dieta normossddica durante toda a
sua vida.

O periodo de lactacgdo é uma das etapas mais importantes do
desenvolvimento dos mamiferos, uma vez que o leite € a Unica fonte de alimento até
ao inicio da alimentacdo independente (Fiorotto et al., 1991). A nutricdo materna
durante este periodo pode ser fundamental na programacao da salde metabdlica da
prole. Em roedores, ndo se deve esquecer que o periodo de lactacdo, ao menos até
a cercania do 10° dia apds o nascimento, € um periodo em que a organogénese esta
sendo finalizada. Neste sentido, a identificacdo das condi¢cdes nutricionais e
ambientais materna, que podem afetar a composicdo do leite, torna-se muito
importante na prevencao de doencas futuras na prole (Pico et al., 2012).

A prole de maes alimentadas com dieta hipersddica teve uma reducdo no
numero final de glomérulos, com consequente aumento da PA. Adicionalmente, as
expressfes renais de diversas proteinas importantes, tais como: renina, Ang-ll,
ATI1R, AT2R, podocina e WT1 foram alteradas na prole dessas maes. Além disso,
os filhos de méaes submetidas a dieta hiperséddica, quando adultos, mostraram
alteracdo de indicadores da fungéo renal, quando comparados os filhos de maes
com dieta normossaodica. Essa observacao contribui para evidéncias crescentes que
indicam que a disfuncéo renal e alteracdes na PA estdo ligadas as condicdes de
saude materna, tais como obesidade e diabetes gestacional (Bringhenti et al., 2013;
Ornellas et al., 2013), desnutricdo (Almeida e Mandarim-de-Lacerda, 2005a; Villar-
Martini et al., 2009), caréncias de micronutrientes, como a vitamina D (Nascimento et
al., 2012), e a exposicao a determinadas substancias durante a gestacao, tais como
0 sodio (Chong e Yosypiv, 2012).

Em um estudo experimental prévio, observou-se que a administracdo de dieta
com alto teor de gordura rica em sédio levou a alterac¢des ultraestruturais de midcitos
cardiacos, aumento da producdo de peptideo natriurético atrial com reducédo da

guantidade de renina no rim (Costa et al., 2012). No presente estudo, as maes
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alimentadas com uma dieta hipersédica apresentaram aumento no ganho de MC e
da EA, em relacdo as mées alimentadas com dieta normossddica no mesmo
periodo.

Uma das consequéncias mais evidentes de um ambiente intrauterino ou
neonatal de qualidade inferior € a reducédo do peso do filho ao nascimento, que tem
sido utilizada como indicador de "programacao fetal" (de Gusmao Correia et al.,
2012). Nao houve diferenca significativa na massa total dos filhotes e no tamanho da
ninhada entre os grupos HS e SC do presente estudo. Estudos anteriores
corroboram esse resultado, demonstrando que alguns tipos de "programacao fetal"”,
principalmente os que nao alteram o teor proteico e a energia final da dieta, podem
ter efeitos sobre o rim mesmo sem qualquer efeito na MC ao nascimento (Kett e
Bertram, 2004; Moritz et al., 2009). Em animais adultos, a administracdo de dieta
hipersddica esta associada com diminuicdo da sensibilidade a insulina e ao aumento
dos niveis de glicocorticoides em ratos hipertensos sensiveis ao sodio (Usukura et
al., 2009).

Uma das principais vias de insultos maternos que podem resultar em reducao
da nefrogénese e da massa renal, é a via que expde o feto a altos niveis de
glicocorticoides (Kett e Denton, 2011). A administracdo de glicocorticoides exdégenos
em ratas gravidas leva a reducdo do numero de néfrons, possivelmente por baixa na
regulacdo de genes relacionados a morfogénese do broto do ureter e resulta em
hipertenséo arterial na vida adulta (Figueroa et al., 2005; Dickinson et al., 2007). O
aumento da sensibilidade ao glicocorticoide, em casos de exposicdo fetal aumentada
aos glicocorticoides, é semelhante aos efeitos observados na programacéo fetal por
restricdo proteica materna ou desnutricdo global durante a gravidez (Almond et al.,
2012). Este resultado é compativel com a observacdo de que os niveis séricos de
corticosterona estavam aumentados nas maes que receberam dieta hipersddica no
presente estudo.

Também se observou intolerancia a glicose/RI nas mées que receberam dieta
hipersodica. A ingestao excessiva de sédio pode impedir a captacdo de glicose pelas
células dos tecidos periféricos e, assim, levar a diminuig&o tardia das concentracdes
de glicose no plasma apos uma carga de glicose (ter Maaten et al., 1999; Giner et
al., 2001). Os mecanismos que estabelecem relacdo entre a sensibilidade ao sodio e

a captacao periférica de glicose ainda nao estdo bem definidos. A RI e a intolerancia
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a glicose estdo associadas com um aumento do risco de surgimento da hipertenséo
arterial na gravidez, a pré-eclampsia, o que apoia a hipétese de que a RI pode
desempenhar um papel na patogénese desta doenca (Vidonho et al., 2004; Negrato
et al., 2009). A associacdo entre a expressao local do SRA e o pancreas endocrino
pode explicar a concomitancia de RI e hipertensao arterial (Carlsson, 2001; Frantz et
al., 2013). Além disso, ndo podemos descartar o efeito do aumento do consumo
alimentar por parte das mées que receberam dieta hipersédica e os resultados do
TOTG e glicemia de jejum no presente estudo.

A Ang-ll pode ter grande responsabilidade em desencadear um processo
inflamatorio pela inducéo do estresse oxidativo, resultando na regulacao positiva dos
mediadores inflamatérios (Ferrario e Strawn, 2006). A Ang-ll também desempenha
papel importante na mediacdo da RI (Henriksen, 2007; Saiki et al., 2009) e na
diminuicdo da tolerancia a glicose (Mitsuishi et al., 2009), o que contribui para o
desenvolvimento do DM2. Desta forma, este mecanismo pode estar envolvido com
uma alteracdo do metabolismo de carboidratos nas fémeas alimentadas com uma
dieta hipersddica.

A funcédo renal foi muito alterada na prole de maes com dieta hipersddica,
tendo o clearance de creatinina, o clearance da ureia e a TFG significativamente
reduzidos, enquanto que as fracbes de excrecdo de sbédio e potassio foram
aumentadas. Além disso, a prole de maes com dieta hipersddica apresentou
elevados niveis de proteinuria, o que por si s6 € um indicador de aumento de risco a
curto prazo para o desenvolvimento da doenca renal (Alt et al., 1980; Ando et al.,
2011). Todos estes parametros sdo importantes para demonstrar como a dieta
materna hipersodica pode prejudicar a fungdo renal da prole, ao menos na primeira
geracdo. Um estudo subsequente que se apresenta é o de observar como outras
geracbes subsequentes se comportariam. H& estudos no Laboratério de
Morfometria, Metabolismo e Doenca Cardiovascular feitos com duas geracbes
subsequentes aquela cujas maes sofreram algum tipo de insulto, e, em alguns
casos, foi observado que a F2 ainda é afetada pelo insulto de mées FO (Pinheiro et
al., 2008; Frantz et al., 2011; Peixoto-Silva et al., 2011).

O clearance de creatinina € um indicador confiavel para avaliar a fungéo
excretora renal, porque reflete com preciséo os efeitos a longo prazo das alteracdes

da funcdo renal (Bauer et al., 2000), mesmo o clearance de inulina sendo
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considerado um indicador melhor (Hernandez Ocampo et al., 2010).

Os filhotes HS aos trés meses de idade desenvolveram alteragcbes
bioguimicas séricas e urindrias que sdo totalmente compativeis com o estado
urémico secundario a doenga renal crbnica e sdo consistentes com as mudancas
estruturais encontradas nas avaliacdes histopatolégicas. A perda de massa renal e
reducdes cronicas na populacdo de néfrons induzem adaptacbes paralelas aos
processos de transporte tubular, incluindo alteracdes no transporte de sodio.
Experimentalmente, ha evidéncias de que a fracdo de excrecdo de sodio é
inversamente proporcional a taxa de filtracdo glomerular (Hayslett, 1979). No
presente estudo, o nivel sérico de sddio nao foi diferente entre a prole HS e SC,
indicando que a fracdo de excrecdo de sédio elevada nos filhotes HS néo foi devido
a niveis séricos muito elevados, mas sim pela baixa propor¢cédo de reabsorcdo de
sédio tubular. Além disso, nos animais urémicos, uma fracdo de excrecdo de sodio
elevada néo se correlaciona necessariamente com um nivel de sédio sérico elevado,
e nem necessariamente implica na redugéo da pressao arterial. Nado houve diferenca
significativa no consumo de 4gua e na ingestao alimentar entre a prole HS e SC aos
trés meses de idade (P = 0,20) (dados ndo mostrados). Assim, o débito urinario
reduzido nos filhotes HS é compativel com diminuicdo da funcéo renal.

A ingestdo de uma dieta materna hipersddica parece resultar em alteracfes
na estrutura e funcao do rim semelhantes aquelas produzidas pela restricdo proteica
durante a gestagao (Wyrwoll et al., 2007). Adicionalmente, a ingestdo de uma dieta
materna hipersédica durante a gestacdo leva a uma hipodisplasia renal em
camundongos com deficiéncia de receptor 32 da bradicinina, indicando que fatores
ambientais podem atuar em conjunto com as muta¢cfes de um Unico gene causando
um desenvolvimento renal anormal (El-Dahr et al., 2000).

Estudos epidemioldgico e clinico demonstraram que a ingestdo de sal € um
fator significativo na determinacdo do nivel de pressao arterial, e, desse modo, da
prevaléncia de hipertensao arterial (Carvalho et al., 1989; Cutler et al., 1997). Gu et
al. demonstraram que a hipertensdo pode ser induzida por uma dieta prolongada
com alto teor de sodio e que esta associada com aumento de lesdo renal e
mudancas significativas nos perfis de expressdo génica de citocinas renais, que
estao intimamente relacionados com resposta pro-inflamatoria, formacéo de matriz e

disfuncao endotelial (Gu et al., 2009). Em um estudo realizado por Di Nicolantonio et
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al., observou-se redugéo na pressao arterial de ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) adultos, que nasceram de mées que foram alimentadas com uma dieta de
restricdo de sédio durante a gestacao (Di Nicolantonio et al., 1990).

Além disso, em roedores, a ingestdo materna excessivamente alta ou baixa
de sbdio causa uma expressdo anormal de genes criticos para organogénese
metanéfrica normal e reduzem o numero final de glomérulos na prole, predispondo a
hipertenséo arterial na vida adulta (Swenson et al., 2004; Koleganova et al., 2011).
Isto esta concordante com os resultados do presente estudo. A hipertenséo arterial
persistente observada na prole de maes alimentadas com uma dieta hipersddica
provavelmente se deve a sobrecarga de sodio ofertada as méaes durante o periodo
inicial do desenvolvimento fetal, induzindo a importantes adaptacdes, especialmente
no SRA (Contreras et al., 2000; Moritz et al., 2008). Uma dieta com alto teor de sodio
induz a ativacdo inapropriada dos SRA local, o que pode ser observado em
pacientes sensiveis ao sodio que tém PA alta e baixa atividade de supressao de
renina plasmatica em resposta a elevada ingestdo de sédio (Drenjancevic-Peric et
al., 2011).

O SRA desempenha um papel importante ndo sé na regulacdo da pressao
arterial e da funcéo renal no adulto, mas também no desenvolvimento estrutural e
funcional do rim fetal, com isso o SRA intrarrenal se tornou foco nos estudos que
investigam possiveis mecanismos em modelos de programacdo de doenca
cardiovascular e renal (Moritz et al., 2008).

No geral, os estudos até o momento sugerem que as alteragcdes no SRA
desempenham um papel na patogénese da hipertensdo e no desenvolvimento da
programacdo. No entanto, os relatorios tém sido conflitantes com alta ou baixa
regulacdo de quase todos os componentes do SRA intrarrenal. Em grande parte,
isso se deve a multiplicidade de modelos empregados e a ampla faixa etaria em que
as proles foram estudadas. Em termos gerais, no entanto, os dados em modelos de
programacao sugerem uma resposta bifasica temporal com a expresséo reduzida do
SRA no recém-nascido, que se torna normalizada com a idade. No entanto, deve-se
notar que esta normalizacdo no adulto pode, na verdade, representar ativacdo do
SRA inapropriado para o nivel determinado da presséo arterial na prole (Kett e
Denton, 2011).
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Um estudo de associacdo genética em humanos realizado por Giner et al. e
Poch et al. avaliou a associacéo entre a hipertensédo sensivel ao sal e polimorfismos
genéticos do SRA em seres humanos. O estudo demonstrou uma associagédo
significativa entre o polimorfismo de insercéo/delecdo (I / D) do gene da ECA e
hipertenséo sensivel ao sal (Giner et al., 2000; Poch et al., 2001).

Alteracbes no SRA local também foram observadas por pesquisadores em
diferentes tecidos de varias estirpes de ratos. Stewen et al. demonstraram aumento
na densidade do receptor ATl no cortex renal de ratos espontaneamente
hipertensos apos crénica ingestao elevada de sal (Stewen et al., 2003). Foi relatado
na literatura que as expressdes proteicas de renina, AT1R e ECA estavam elevadas
sete dias apés o nascimento, indicando uma modulagéo transplacentaria do SRA
induzida por uma dieta materna hipersddica e uma possivel via de escape parcial da
sobrecarga de sddio durante a amamentacao (Koleganova et al., 2011). No presente
estudo, ndo foram observadas diferencas significativas na expressao de AT1R entre
as proles HS e SC ao nascimento e aos 10 dias de idade. No entanto, aos trés
meses de idade, filhotes HS exibiram altos niveis de AT1R.

A Ang-ll intrarrenal desempenha um papel na inflamacéo renal, que leva a um
dano cortical renal, proteinaria e a reducdo na hemodinamica renal (Lin et al., 2009).
Os filhos de mées que receberam dieta hipersddica aparentemente ndo sao afetados
imediatamente, pois no presente estudo ndo foi observada diferenca na expressao
de Ang-ll entre as proles HS e SC prole ao nascimento. No entanto, aos 10 dias de
idade e aos trés meses de idade, os filhotes HS apresentaram valores
significativamente mais elevados da expressado de Ang-ll. Podemos, entdo, supor
gue os valores aumentados na expressado de Ang-ll na idade madura podem estar
correlacionados com as alteracBes encontradas nesses filhotes, principalmente a
proteindria.

A glomeruloesclerose acontecendo ao longo da vida promove a degradacéo
funcional do rim, independentemente da causa da doenca. Quando a
glomeruloesclerose estd aumentada por algum motivo, podemos esperar que 0
aparecimento de insuficiéncia renal cronica sera antecipado (Anderson e Brenner,
1986). A proliferagdo mesangial e o acumulo de matriz sdo processos que
antecedem a glomeruloesclerose (Fogo, 1999), e alteracdes nas células epiteliais

residentes sao fundamentais para a progressao da glomeruloesclerose (Kriz et al.,
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1998; D'Agati, 2008).

Cabe ressaltar que acontecem modificagdes na hemodinamica glomerular no
rim remanescente depois da ablacdo de um dos rins. Estas modificacdes funcionais
sdo acompanhadas por lesGes estruturais e sugerem que a permanente
hiperfiltracio em um rim remanescente tem consequéncias adaptativas que
danificam este rim (Hostetter et al., 2001). No caso em que h& reducdo do niumero
de glomérulos, como foi visto no presente estudo nos filhotes de maes que
receberam dieta hipersodica, isto equivale a uma ablagéo renal. Podemos entender
gue os glomérulos remanescentes estdao submetidos a um regime de hiperfiltracédo
com a consequente lesdo estrutural subjacente, o que explicaria um aumento na
esclerose glomerular. No estudo atual os glomérulos dos filhotes de maes que
receberam dieta hipersédica estavam hipertrofiados em todas as idades estudadas.

Analisou-se a expressao de algumas proteinas-chave no rim. WT1 € expressa
por poddcitos humanos e desempenha um papel importante nas diferentes fases da
nefrogénese em animais e em humanos, e tem papel principal na regulacédo do
processo de transicdo mesenquimal-epitelial, e no desenvolvimento e maturagao dos
poddcitos (Abdelmalek et al., 2012; Zhao et al., 2012). Além disso, o gene WT1
desempenha um papel fundamental em trés fases diferentes do desenvolvimento
rim: o inicio da formacédo do rim, a progresséo da formacgéo do rim e a manutencao
da funcdo normal do rim.

O desenvolvimento de modelos animais, nos ultimos anos, contribuiu
consideravelmente para melhor compreensdo das atividades biolégicas do WT1
(Menke e Schedl, 2003). Em um estudo prévio, observou-se que a expressao
induzida de WT1, em precursores de células embrionarias de rim de ratos, leva a
inducdo de Podocalixina enddgena, a principal proteina estrutural de membrana dos
poddcitos glomerulares, a qual esta envolvida na manutencéo das fendas de filtracdo
(Palmer et al.,, 2001). A interrupcdo do WT1 pode resultar em um conjunto de
doencas renais que variam desde o desenvolvimento de tumor a formas de
insuficiéncia renal. No entanto, os mecanismos fundamentais ainda ndo sao
completamente conhecidos (Bertinat et al., 2012).

O numero crescente de pacientes em todo o mundo com doencga renal em

estagio final ressalta a necessidade de identificar as vias moleculares envolvidas na
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fisiopatologia renal, que podem servir como alvos para uma intervencao terapéutica
(de Borst et al., 2008).

Os principais componentes do diafragma de fenda s&o constituidos
principalmente por uma proteina chamada nefrina que é produto do gene NPHS1
(Akhtar e Al Mana, 2004). Podocina é outra proteina importante, produzida pelo gene
NPHS2. Essas proteinas desempenham um papel crucial nos processos
responsaveis pela filtracdo glomerular. Mutagdes no NPHS1 podem levar a sindrome
nefrética congénita do tipo finlandés, enquanto que muta¢gbes no gene NPHS2
resultam em glomeruloesclerose segmentar focal. Juntamente com a podocina e a
proteina associada ao CD2 (CD2AP), a nefrina forma um complexo que determina a
integridade do diafragma de fenda, porém sua func¢éo ainda néo foi completamente
compreendida e as vias de transducao de sinal, precisam ser estudadas (Musial e
Zwolinska, 2005).

Assim, uma reducao nas expressdes de nefrina e podocina € observada em
poddécitos de pacientes com glomerulopatias adquiridas (Barisoni e Mundel, 2003).
No presente estudo vimos que as expressbes de WT1l e podocina foram
significativamente diminuidas na prole de maes com dieta hipersddica, desde o
nascimento até os trés meses de idade. Portanto, pode-se especular que esses
achados estéo associados com a disfungao renal observada na prole das mées com
dieta hipersddica.

A influéncia positiva da diminuicdo da ingestdo de sal sobre a progressao da
insuficiéncia renal foi confirmada em estudos experimentais. Entretanto, em estudos
randomizados com humanos, estes resultados ainda ndo foram estabelecidos de
forma evidente (Matousovic e Podracka, 2012). Marin et al demonstraram aumento
da presséo arterial, albuminuria e diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular na prole
de mae alimentadas com dieta hipersédica antes da realizacdo de uma nefrectomia,
ndo havendo diferenca nesses parametros entre 0s grupos apos a cirurgia.
Concluindo que a alta ingestédo de sal durante a gestacéo e lactacdo em ratos leva a
mudancas estruturais e funcionais no rim da prole na fase adulta (Marin et al., 2008).
Os filhotes de maes alimentadas com dieta hipersédica apresentaram, aos trés
meses de idade, elevada proteindria e tiveram diminuigdo do clearance de creatinina

e do clearance de ureia, com consequente redugdao na TFG, sugerindo leséo
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glomerular. Além disso, as fracbes de excrecdo de sodio, de potassio e de ureia
estavam todas elevadas na prole de mées com dieta hipersaodica.

Constatamos, finalmente, que a dieta hipersddica ingerida pelas maes
constitui um insulto importante e também caracteriza uma programacao fetal com

relevantes consequéncias na vida adulta dos filhos.
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CONCLUSAO

Os achados do presente estudo permitem concluir que:

a)

b)

c)

d)

f)

Ha aumento da pressao arterial nos filhotes de mées com dieta hipersodica,
cuja explicacdo, ao menos em parte, pode ser pelo sistema renina-
angiotensina estimulado e pela reducdo do numero de glomérulos nos
filnotes, com hipertrofia e hiperfiltragdo glomerular;

As proteinas do sistema renina-angiotenina tém a expressdao aumentada,
indicando que este sistema esta estimulado nos filhotes de maéaes que
receberam dieta hipersddica;

A diminuicdo da expressado de proteina de tumor de Wilms e de podocina
deve estar associada com as alteragOes estruturais no desenvolvimento
glomerular;

Ha retardo na maturidade glomerular nos filhotes de mées submetidas a dieta

hipersdédica e isto pode estar relacionado a diminuicdo da formacdo de

glomérulos;

Filhotes de mées com dieta hipersodica desenvolvem um nimero reduzido de
glomérulos renais e consequentemente aumento da glomerulosclerose nos
glomérulos remanescentes;

A exposicdo materna a uma dieta contendo um alto teor de sédio leva a

"programacao fetal" dos filhotes e a alteracdes na vida adulta.
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Maternal Obesity during the Preconception and Early
Life Periods Alters Pancreatic Development in Early and
Adult Life in Male Mouse Offspring

Isabele Bringhenti, Jessica Andrade Moraes-Teixeira, Michelle Rabello Cunha, Fernanda Ornellas, Carlos
Alberto Mandarim-de-Lacerda®, Marcia Barbosa Aguila

Laboratory of Morphometry, Metabolism and Cardiovascular Disease, Biomedical Centre, Institute of Biology, State University of Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, Brazil

Abstract

Maternal obesity induced by a high fat (HF) diet may program susceptibility in offspring, altering pancreatic development
and causing later development of chronic degenerative diseases, such as obesity and diabetes. Female mice were fed
standard chow (SC) or an HF diet for 8 weeks prior to mating and during the gestational and lactational periods. The male
offspring were assessed at birth, at 10 days, and at 3 months of age. The body mass (BM) gain was 50% greater before
pregnancy and 80% greater during pregnancy in HF dams than SC dams. Dams fed an HF diet showed higher oral glucose
tolerance test (OGTT), blood pressure, serum corticosterone, and insulin levels than dams fed SC. At 10 days of age and at
3 mo old the HF offspring showed greater BM and higher blood glucose levels than the SC offspring. The mean diameter of
the islets had increased by 37% in the SC offspring and by 155% in the HF offspring at 10 days of age. The islet mass ratio
(IM/PM) was 88% greater in the HF offspring at 10 days of age, and 107% greater at 3 mo of age, compared to the values
obtained at birth. The HF offspring had a beta cell mass (BCM)/PM ratio 54% lower than SC offspring at birth. However, HF
offspring displayed a 146% increase in the BCM/PM ratio at 10 days of age, and 112% increase at 3 months of age than
values at birth. A 3 mo of age, the HF offspring showed a greater OGTT and higher levels of than 5C offspring. In conclusion,
a maternal HF diet consumed during the preconceptional period and throughout the gestational and lactational periods in
mice results in dramatic alterations in the pancreata of the offspring.
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