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RESUMO

Estudos demonstram uma estreita correlacdo entre o estado nutricional inadequado durante 0s
periodos de gestacdo e de lactacdo na génese de doencas renais, cardiovasculares e metabdlicas.
Assim, este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da restricdo proteica durante os
periodos de gestacdo e lactacdo e a superalimentacdo pos-natal sobre o estresse oxidativo e a
morfologia renal. Dois protocolos nutricionais foram utilizados. No primeiro, ratas Wistar
prenhas receberam uma dieta contendo 17% de caseina ou 8% de caseina durante toda a
gestacdo e lactacdo. No segundo, a superalimentacdo foi induzida através da reducdo do
tamanho da ninhada no terceiro dia pds-natal. Aos 30 dias de vida, os filhotes machos foram
sacrificados e as seguintes analises foram realizadas no cortex renal: morfometria glomerular;
niveis de fibrose no glomérulo; biomarcadores de estresse oxidativo e capacidade antioxidante
enzimatica e ndo enzimatica. Tanto a dieta com baixa proteina quanto a superalimentacédo
aumentaram a area do corpusculo renal, o diametro glomerular, o nimero de células na area
glomerular e induziram maiores niveis de coldgeno na &rea glomerular. Nos ensaios
bioquimicos, ambos os insultos elevaram os biomarcadores de estresse oxidativo (MDA e
Carbolinas) e reduziram a atividade das enzimas superdxido dismutase e catalase. Além de
reduzir os niveis de glutationa reduzida e sulfidrilas totais, componentes do sistema de defesa
antioxidante ndo enzimatico. Nossos resultados demonstram que independentemente do tipo de
insulto nutricional durante o periodo critico do desenvolvimento, ha a ocorréncia de alteragdes
na morfologia renal e deposicdo de coldgeno glomerular, o que pode estar associado ao

mecanismo fisiopatoldgico induzido pelo estresse oxidativo no cortex renal.

Palavras-chave: Insultos Nutricionais. Estresse Oxidativo. Morfologia Glomerular.



ABSTRACT

Studies have demonstrated the correlation between inadequate nutritional status during
gestational and lactation periods on the genesis of kidney, cardiovascular and metabolic
diseases. Thus, in the present study we investigated the effects of protein restriction during
gestation and lactation periods and the post-natal overfeeding on the oxidative stress and renal
morphology of male offspring. Two nutritional protocols were used. In the first, pregnant
Wistar rats received either 17% of casein or 8% of casein throughout pregnancy and lactation.
In the second, the overfeeding was induced via reducing the litter size on postnatal day 3
induced postnatal. At 30 days of life, male pups were sacrificed and the following analysis
performed in the renal cortex: oxidative stress biomarkers and enzymatic and non-enzymatic
antioxidant capacity; glomerular morphometry and levels of fibrosis in the glomerulus. Both
low-protein as well as overfeeding insults increased oxidative stress biomarkers (lipid and
protein oxidation) while reduced the antioxidant enzymatic defense (superoxide dismutase,
catalase activities), in addition to decrease in non-enzymatic defense (reduced glutathione and
total sulfhydryl groups). Related to morphology we observe an increase in renal corpuscle area,
glomerular diameter, cell numbers in the glomerular area and higher percentage of collagen in
the glomerular area. Our results demonstrated that the nutritional insults during development
induced oxidative stress in the renal cortex which may be the mechanism to induce alteration

in renal morphology and glomerular fibrosis.

Key words: Nutritional Insults. Oxidative Stress. Glomerular Morphology.
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1 INTRODUCAO

Uma das prioridades atuais da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) refere-se ao
combate as doencas cronico-degenerativas. As mortes causados por problemas
cardiovasculares representam 31% de todas as mortes globais, seguidas pelo cancer (21%),
doencas respiratorias cronicas (12%) e diabetes (3%) (WHO, 2017). A OMS inclui como
estratégias para combater tais doencas uma alimentagdo adequada e mudancas no estilo de vida,
priorizadas desde as fases iniciais da vida.

Evidéncias epidemioldgicas e experimentais tém mostrado uma relacdo direta entre
insultos sofridos na infancia com o surgimento da obesidade e doencas correlatas ao longo da
vida adulta (PAIXAO et al., 2001; BARKER et al., 2002; BATESON et al., 2004; TORRENS
et al., 2006; HANSON e GLUCKMAN, 2011). Em busca de uma melhor compreenséo sobre
0 impacto dessas alteracdes ambientais (nutricionais, por exemplo) ocorridas no inicio da vida
com as mudancas fenotipicas e a maior predisposi¢do a doencas crénicas ndo degenerativas a
longo prazo, a comunidade cientifica vém dando maior atencéo as manifestacdes patoldgicas a
nivel molecular, celular, fisiologico e comportamental (BADR e MOHANY, 2011; COLLDEN
etal., 2015; BERGLUND et al., 2016; ALMEIDA et al., 2017; NATT et al., 2017).

A desnutricdo é definida por uma inadequada ingestdo de nutrientes como proteinas,
vitaminas e minerais (DE ONIS et al., 1993), resultando na incapacidade do organismo em
suprir a demanda necessaria para o0 crescimento, desenvolvimento e manutencdo de funcGes
especificas de forma fisiologica, aumentando assim a predisposi¢cdo ao aparecimento e/ou
progressdo de doencas metabdlicas (DE ONIS et al., 1993). A desnutricdo € um problema
critico de saude que afeta varios paises em desenvolvimento, o aumento de casos de desnutricdo
tem sido associado a morte prematura em criangas (FAO, 2015). Estudos experimentais
demonstram uma estreita relacdo entre a desnutricdo e alteragcdes na funcéo renal, tais como,
aumento da reabsorc¢do de sodio, alteracdes na expressao de receptores de angiotensina Il (AT2)
nos tlbulos proximais renais e desenvolvimento da hipertensdo arterial (VIEIRA-FILHO et al.,
2011).

Por outro lado, a obesidade é uma doenca cronica caracterizada pelo desequilibrio do
balanco energético levando ao acimulo de gordura corporal, podendo estar associado ou ndo a
distdrbios genéticos, endocrinometabdlicos e ambientais (SIMOPOULQS, 1987; PHILLIPS,
2013). Atualmente, mais de 1,4 bilhdes de adultos estdo com sobrepeso, 500 milhdes séo
classificados como obesos e mais de 40 milhdes de criancas abaixo dos cinco anos de idade ja

estdo apresentando sobrepeso ou obesidade (WHO, 2017). O impacto da obesidade sobre as
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doencas metabdlicas ja esta sendo bem discutido na comunidade cientifica, estudos mostraram
que a obesidade é um fator de risco independente para o desenvolvimento de varias doengas
crénicas, como o diabetes tipo 2, o0 desenvolvimento de cancer, sindrome metabolica, doengas
cardiovasculares e renais (FORD et al., 2002; HALL et al., 2014; DING et al., 2015).

Os rins sdo os 0rgdos responsaveis pela filtragdo, excrecao e reabsorcdo de componentes
plasmaéticos, além de exercer funcdes metabolicas e endocrinas. Este 6rgao tem como principal
funcéo, a manutengdo da homeostasia, regulando o meio interno pela reabsorcéo e excrecéo de
substancias e ions (agua, cloreto, sodio, Bicarbonato, Glicose, Uréia, potassio, acido Urico,
Creatinina) (STEVENS e LEVEY, 2005). Por minuto, os rins recebem e filtram, através dos
glomérulos, aproximadamente 1.200 a 1.500 ml de sangue e produzem 180 mL/minuto de um
fluido praticamente livre de células e proteinas (LIMA, 2007). A obesidade vem sendo apontada
como um fator essencial para o desenvolvimento e/ou progressdo de patologias em diversos
Orgaos, incluindo os rins (YIM et al., 2012).

Um dos possiveis mecanismos indutores de alteracfes na funcao renal é o aumento da
formacdo das espécies reativas de oxigénio (EROS) (DUGAN et al., 2013). Uma via de
formacdo de EROS consiste na redugdo monoeletrénica do oxigénio a agua, onde ha a entrada
de elétrons na molécula de oxigénio promovendo o aparecimento do radical superoxido (O2),
e posteriormente pela acdo de enzimas antioxidantes e reagcdo com metais ocorre a formacéo de
peroxido de hidrogénio (H203) e do radical hidroxila (OH") (SIES, 1991). O desequilibrio entre
a formacdo e a remocao das EROS no organismo, decorrente da diminuicao dos antioxidantes
enddgenos ou do aumento da geracao de espécies oxidantes, gera um estado pré-oxidante que
favorece a ocorréncia de lesdes oxidativas (estresse oxidativo) em macromoléculas e estruturas
celulares, que podem resultar na morte e disfuncéo celular (SIES, 1991; HALLIWELL, 2012).

Dados derivados de estudos clinicos relacionando obesidade e estresse oxidativo,
estabeleceram uma correlacdo entre biomarcadores de estresse oxidativo com altos indices de
massa corporal (IMC) (VINCENT e TAYLOR, 2006; SANKHLA et al., 2012), esse aumento
ocorre pelo fato das células adiposas serem significantes fontes de producéo de espécies reativas
de oxigénio, além disso, estresse oxidativo associado com obesidade altera a funcdo de
diferentes tipos celulares e teciduais, sendo um importante fator na indugdo de doengas
metabolicas relacionadas a obesidade (TORMOS et al., 2011)

Em virtude do relato acima, o desenvolvimento dessa dissertacdo teve como objetivo
investigar os efeitos imediatos da desnutricdo e da supernutricdo no balango oxidativo do cortex
renal e na morfologia, levando a estruturacdo do artigo cientifico intitulado “Both Maternal

Low-Protein and Neonatal Overnutrition Result in Similar Changes to Glomerular Morphology
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and Renal Cortical Oxidative Stress Measures in Male Wistar Rats.”, o qual foi enviado e
aceito para publicacdo a revista Applied Physiology, Nutrition, and Metabolism, de fator de
impacto 2,78 e Quallis B2 em Ciéncias Bioldgicas II.
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2 FUNDAMENTAC}AO TEORICA
2.1 Tecido renal

2.1.1 Desenvolvimento

O rim é um 6rgao vital que desempenha um papel essencial na homeostase da regulagéo
da composicao dos fluidos corporais e excrecao de residuos. O desenvolvimento renal é um
processo complexo que exige fortes interacdes entre as celulas epiteliais e mesenquimais, sendo
essas comunicacdes importantes durante a embriogénese, pois induzem coordenadamente o
crescimento e diferenciacdo dos varios tipos celulares que irdo compor o sistema renal
(HUGHSON et al., 2003; FAA et al., 2012). Do ponto de vista embrionéario, o rim deriva do
mesoderma intermedidrio, que esta localizado entre 0 mesoderma axial e 0 mesoderma da placa
lateral, desenvolvendo-se em um sentido cranio-caudal (Figura 1) ao longo de trés estagios de
formagdo ou conjunto de rins, sendo eles: pronefro, mesonefro e matanefro (SAXEN e
SARIOLA, 1987; LITTLE e MCMAHON, 2012).

Figura 1. Localizagdo do mesoderma intermediério.
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Fonte: Davidson (2008).

O pronefro é a estrutura primitiva do rim, exibe caracteristicas transitorias e nao
funcionais, servindo apenas como um molde para a posterior formacéo do mesonefro (REIDY
e ROSENBLUM, 2009). A formacdo do pronefro tem inicio aos 22 dias p6s concepgdo em
humanos e 8 dias pos concepgdo em ratos (KUURE et al., 2000). Durante sua formagdo, um
grupo de células mesenquimais localizadas na regido encefalica diferenciam-se em células
epiteliais, originado as tubulos nefrogénicos que se conectam a um ducto de proporgdes maiores
(ducto mesonéfrico) que por sua vez se estende até a cloaca (REIDY e ROSENBLUM, 2009).
(Figura 2. a)
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A medida que o rim pronefro se degenera, surge na sua extremidade caudal o segundo
conjunto de rins, 0 mesonefro (REIDY e ROSENBLUM, 2009; LITTLE e MCMAHON, 2012).
Esses, sdo formados a nivel cranial pelos glomérulos (em uma média de 10 a 50 por rim) e a
niveis caudais pelos tubulos mesonéfricos proximais e distais (SAXEN e SARIOLA, 1987).
Essa estrutura € bem desenvolvida e funciona como rins provisorios até que 0s rins permanentes
se desenvolvam e comecem a funcionar (VETTER e GIBLEY, 1966; LITTLE e MCMAHON,
2012). Tanto em humanos, quanto em ratos, os tibulos mesonéfricos se fundem a cloaca e
contribuem para a formacéo da bexiga urinaria (TAGUCHI et al., 2014). Nos machos, apds sua
degeneracdo, os tubulos e ductos formam o epididimo, ducto deferente e vesiculas seminais,
enquanto que nas fémeas todos os tubulos sdo perdidos (BURNS, 1955; VETTER e GIBLEY,
1966; SAXEN e SARIOLA, 1987). (Figura 2 b)

Figura 2. Representacéo esquematica das fases pronefron (a) e mesonefrons (b) do desenvolvimento renal.
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Fonte: Adaptado de LifeMaps Sciences,Inc, disponivel em: discovery.lifemaps.com



16

O ultimo conjunto de rim a ser formado é o metanefro (ou rim permanente), essa
estrutura se forma a partir da 5% semana nos humanos e a aproximadamente no 11° dia de
gestacdo nos ratos, € derivada do broto ureteral (um tubo epitelial derivado do ducto
mesonéfrico) e blastema metanefrogénico (derivada das células mesenquimais que se originam
do mesoderma intermediario) (DUDLEY et al., 1999; JAMES et al., 2006) . O broto urogenital
dard origem ao sistema coletor, seu desenvolvimento se dd em um eixo anteroposterior do
embrido, por sua conexao ao blastema metanefrogénico (SAXEN e SARIOLA, 1987). A partir
dessa juncdo, a porcdo proximal do mesénquima metanéfrico se condensa ao redor das
extremidades uroterais e sofre repetidas diferenciacdes, alongando-se e ramificando-se, para
dar origem a pelve renal, que por sua vez se ramifica em céalices maiores e penetra cada vez
mais ao blastema metanefrongénico para enfim formar os tibulos coletores (COSTANTINI e
KOPAN, 2010).

De forma simultanea ao desenvolvimento dos tubulos coletores forma-se também o
sistema excretor, que ¢ derivado do blastema metanefogenico. A medida que os futuros tibulos
vao se ramificando de forma dicotdmica, aglomerados de células mesenquimais da mesoderme
metanefrongenica formam grupos celulares adjacentes, grupos estes que dao origem as
vesiculas renais (SCOTT, 1987; SCHEDL, 2007). As vesiculas renais originam tabulos em
forma de “S”, a sua extremidade distal estabelece contato com o tubulo coletor que logo tornam-
se confluentes, formando desta forma o tabulo contorcido distal (GROBSTEIN e DALTON,
1957). Por outro lado, a porgdo proximal do “S” conecta-se ao epitélio do broto uroteral, e é
invaginada pelos glomérulos primarios, dando origem ao espaco urinario. Esses segmentos
mais proximal é subdivido em duas camadas epiteliais, uma parietal (capsula de Bowman) e
outra visceral (poddcitos) (GROBSTEIN, 1957). O continuo alongamento desses tubulos
resulta na formacdo do tdbulo contorcido proximal, alca de Henle e tabulo contorcido distal.
Todas essas estruturas juntamente com os glomérulos, formam o néfron (SCOTT, 1987,
SCHEDL, 2007). Nos humanos, o desenvolvimento dos néfrons comegam na 82 semana fetal e
termina aproximadamente na 342 semana fetal (SUTHERLAND et al., 2011; FANNI et al.,
2012; QUIGLEY, 2012). Nos ratos, a nefrogénese se inicia no 12° dia fetal e termina por volta
do 10° dia pos natal (SOLOMON, 1977; TUFRO-MCREDDIE et al., 1995). (Figura 3)

Durante o desenvolvimento dos rins a ativagdo de vias de sinalizacdo e fatores de
transcricdo especificos sdo de extrema importancia, pois serdo eles que irdo coordenar e
determinar o destino celular, a migracédo, a proliferacdo e as diferenciacdes para a perfeita
formacéo dos rins maduros. Um dos principais fatores envolvidos na formagao dos rins é o Odd

skipped reladedl (Odd ou Osrl), que sdo expressos no inicio do desenvolvimento renal
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estimulando a formacdo das células que irdo compor o néfron, os epitélios do ducto coletor e 0
intersticio cortical (JAMES et al., 2006). Logo em seguida o Oddl torna-se restrito a
extremidade distal do broto uretético para a formacdo dos néfrons. A expressdo do Oddl
também esté relacionada a ativacao de outros genes e fatores de transcricdo importantes para a
génese renal, como o Eyal, Pax2, Six2, Salll e GDNF (XU et al., 1999; NISHINAKAMURA
e TAKASATO, 2005; KOBAYASHI et al., 2008; MICHOS et al., 2010; HOU, X. M. et al.,
2011).

Depois de formados, 0s rins que de inicio estavam proximos um ao outro e localizados
na regido pélvica recebendo o aporte sanguineo pelas artérias iliacas interna, migram e se

afastam entre si gradativamente em sentido cranial para o abdémen e |4 passam a receber o

suprimento sanguineo dos ramos arteriais da aorta abdominal que logo em seguida torna-se as
artérias renais permanentes (SARIOLA, 1985).

Figura 3. Estagios de formagdo do metanefro, o rim permanente
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Fonte: Rosenblum (2008).
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2.1.2 Aspectos Gerais da Anatomia e Morfologia

Os rins sdo orgdos em pares que lembram a forma de um feijdo, possuem coloracédo
marrom-avermelhada e estdo situados no espaco retroperitoneal. Juntamente com os ureteres e
a bexiga os rins formam o sistema urinario. Em um adulto cada rim pesa entre 115 a 170 gramas,
mede aproximadamente 13 centimetros de comprimento e 3 centimetros de espessura. Ja nos
recém nascidos, 0 peso varia entre 13 a 44 gramas (EMERY e MITHAL, 1960). Tomando como
base a posicdo anatbmica, o rim direito estd localizado de 1 a 2 cm mais abaixo do rim
esquerdo. O diafragma cobre posteriormente o terco superior dos rins, onde também ha uma
relagdo proxima com a pleura, que se estende até o nivel da 122 costela. O rim direito é limitado
pelo figado e pela flexura colica direita. A parte descendente do duodeno com a cabeca do
pancreas recobre o hilo renal direito. O rim esquerdo é limitado anteriormente pela flexura
coldnica esquerda. O hilo renal esquerdo esta em estreita relagdo anatbmica com o corpo do
pancreas e dos vasos esplénicos. O polo superior dos rins encosta na glandula supra-renal, que
pode cobrir o rim ou o hilo renal, especialmente a esquerda (ABDALLAH e TAWFIK, 1969;
PETER D. VIZE, 2003).

Em sua porcdo externa, cada rim possui um polo superior e um inferior, além de duas
bordas, uma convexa e outra concava. Na borda concava encontra-se uma regido onde se
concentram 0s vasos sanguineos, 0s nervos, calices renais e o ureter, regido essa chamada de
hilo. Toda a superficie renal é revestida pela capsula renal, uma superficie de tecido conjuntivo
denso, muito fina e brilhante, que se adere a pelve e aos vasos sanguineos a nivel do hilo. No
espaco retroperitoneal, o tecido renal é todo contornando por um tecido adiposo (gordura
perirrenal) e recobrindo-os, tem-se um tecido conjuntivo chamado fascia renal, que tem uma
funcdo protetora contra infeccdes, hemorragias e extravasamentos da urina (ABDALLAH e
TAWFIK, 1969; PETER D. VIZE, 2003).

Na porcéo interna, o parénquima renal é dividido em cortex e medula, ambas por¢des
sdo muito diferentes em suas propriedades estruturais e funcionais (FREEMAN et al., 1989).
Adjacente ao cortex encontra-se a medula, que € subdividia em regido medular interna e
externa, esta ultima também é dividida em zonas, internas e externas, na zona interna
encontram-se os ductos coletores, as partes ascendentes e descendentes dos seguimentos
delgados da alga de Henle. Por outro lado, a zona externa da regido medular externa é composta
pela porcdo terminal reta dos tdbulos contornados proximais, seguimento espesso da alga de
Henle e ductos coletores (KUBODERA et al., 1993). A regido medular interna é composta

pelas ramo espesso descendente e fino ascendente da alga de Henle e ductos coletores. Na
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medula renal também sao identificadas as piramides medulares ou de Malpighi, estas sdo em
namero de 10 a 18 que possuem conformacéo conica, seus Vértices fazem saliéncia nos calices
renais, seus apices sdo as estruturas denominadas de papilas renais. Cada papila renal apresenta
de 18 a 24 pequenos orificios que correspondem a desembocadura dos ductos coletores
papilares. Envolvendo cada papila renal hd uma extensdo membranosa pertencente a porcéao
superior do ureter, que juntas formam os calices menores. Os calices maiores, 0s quais
desembocam na pélvis, é originado pela unido de varios calices menores. Seguindo um sentido
direcional ao cortex com formado de leque, estdo os raios medulares, neles contém as alcas de
Henle, os ductos coletores e os vasos sanguineos (KRI1Z, 1981). No que diz respeito a funcéo,
a medula renal é responsavel por regular a concentracdo da urina. A urina segue um sentido
unidirecional dos ductos coletores para os calices e pélvis renais, logo apds, por movimentos
peristalticos, a urina segue para a bexiga pelos ureteres (CONSTANTINOU, 1974). A medula
renal também pode exercer um papel reparador ao rim, foi observado que essa caracteristica
ocorre em funcdo de um aglomerado de células troncos encontradas nas papilas renais
(OLIVER, 2004).

A regido mais superficial do parénquima renal denomina-se cortex renal. O cortex tem
cerca de 1 cm de espessura e ocupa todo o espaco compreendido entre as bases das piramides
e a capsula renal. Nele, observam-se vasos sanguineos, glomérulos, tdbulos proximais e distais
dos néfrons mais superficiais. Nos humanos, existe de 200.000 mil a 1.8 milhGes de néfrons
por rim, e em roedores ha aproximadamente 30.000 (NYENGAARD e BENDTSEN, 1992;
HOY et al., 2003; HEILMANN et al., 2012). O nimero de néfrons pode variar de acordo com
género. Nos seres humanos por exemplo, 0s homens possuem rins maiores e uma maior
quantidade de néfrons, tais diferencas também podem ser identificadas em alguns tipos de
roedores (HOY et al., 2003; MURAWSKI et al., 2010). A depender da sua localiza¢do no
cortex renal, os néfrons sdo classificados em corticais, localizados na por¢do externa do cortex,
e 0s chamados justamedulares, estes encontram-se na zona de transicdo entre o cortex e a
medula. A principal diferenga entre eles € uma menor al¢a de Henle dos néfrons corticais, que
se estende apenas para a regido externa da medula renal, enquanto os justamedulares contém
alcas maiores que se estendem mais profundamente na medula interna. Os néfrons séo as
unidades funcionais dos rins, € uma estrutura complexa, composta por 12 seguimentos que se
diferem no que diz respeito a anatomia e funcdes celulares (KNEPPER e BURG, 1983; KRIZ
e BANKIR, 1988). Cada seguimento do néfron é constituido por um ou mais tipos celulares
gue sdo altamente especializados e exibem de patrdes de expressdo génica, e em alguns casos,

embrioldgicas distintas (KRIZ e BANKIR, 1988). Esses seguimentos sdo divididos em
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corpusculo renal e por quatro porcdes, que juntas, vao formar o tubulo renal, sendo elas: tubulo
proximal, al¢a de Henle, tubulo distal e ducto coletor.

O corpusculo renal é formado pelo glomérulo e por uma estrutura que o envolve,
chamado capsula de Bowman (MBASSA et al., 1988). O glomérulo é um enovelado capilar
formado a partir da arteriola aferente. Essa rede capilar, projeta-se pelo polo vascular
glomerular, para dentro da capsula de Bowman dividindo-se em ramos e alcas capilares para a
formacdo do tufo glomerular, se reunindo posteriormente através do mesmo polo para a
formacéo da arteriola aferente do glomeérulo. A cépsula tem forma de calice e dispGe de um
folheto interno (visceral) fazendo contato com os capilares glomerulares e um folheto externo
(parietal), que forma os limites do corpusculo renal. Entre esses dois folhetos existe o0 espaco
capsular, que recebe o liquido filtrado através da parede dos capilares a do folheto visceral da
capsula (POLLAK et al., 2014). A funcédo do glomérulo é a producédo do ultrafiltrado através
da barreira de filtracdo glomerular. A barreira de filtracdo glomerular encontra-se entre a
vasculatura e o espago urinario, é adaptada para permitir o fluxo eficiente de moléculas
catibnicas, eletrolitos e solutos pequenos e médios a0 mesmo tempo que restringe a passagem
de proteinas plasmaticas (em especial a albumina e as imunoglobulinas), moléculas ani6nicas
e macromoléculas, além disso, consiste em trés camadas: endotélio, membrana basal e
poddcitos.

As células endoteliais dos capilares glomerulares sdo altamente especializadas, possuem
numerosas fenestracdes (variando entre 70 e 100 nm de diametro) que servem como uma
barreira para os componentes do sangue e grandes moléculas (BACK et al., 2009). A membrana
basal glomerular é constituida por uma Iamina basal fundida as células endoteliais dos capilares
e as celulas epiteliais da camada visceral da capsula de Bowman (ABRAHAMSON, 1985). Em
sua composicdo sdo encontradas algumas isoformas especificas de laminina, além de colageno
do tipo 1V, nitrogénio e proteoglicanos de heparina sulfato (ABRAHAMSON, 1985). Por fim,
na camada mais externa da membrana basal tem-se um dos principais componentes da barreira
de filtracdo, que compreende um conjunto de células epiteliais anatomicamente unicas e
complexas denominadas podocitos. Essas células enviam longas extensdes ou prolongamentos
primarios que ddo origem aos prolongamentos secundarios que envolvem completamente 0s
capilares glomerulares. Os poddcitos contém actina em sua composic¢do, sdo fixados a
membrana basal por meio das proteinas denominadas de integrinas (SHIRATO et al., 1996).
Entre seus prolongamentos secundarios existem as fendas de filtracdo, essas séo lacunas

fechadas por uma membrana constituida por nefrina, uma proteina que se liga transmembrana
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aos filamentos citoplasmaticos de actina dos poddcitos (WELSH e SALEEM, 2010;
GRAHAMMER et al., 2013).

A barreira de filtragdo é organizada com seletividade decrescente, ou seja, o poddcito
vem a ser o filtro menos seletivo enquanto que a membrana basal e o endotélio sdo mais
seletivos. Inicialmente, o endotélio e a membrana basal rejeitam todas as moléculas maiores
que 69 kDa e raio de 3,6 nm. Posteriormente, os demais componentes da barreira de filtracdo
repelem por carga elétrica as moléculas negativamente carregadas. Caso ndo fossem
organizadas dessa maneira, poderia haver um acumulo de proteinas plasmaticas sobre os
podocidos o que dificultaria e impediria a filtragdo (HARALDSSON et al., 2008). A
movimentacédo do ultrafiltrado do plasma depende da permeabilidade da membrana capilar e da
diferenga entre a pressdo hidrostatica e pressdo oncoética (forcas de Sterling). Além desses
fatores, a filtracdo glomerular é influenciada pelo fluxo sanguineo plasmatico renal. Tanto a
taxa de filtracdo glomerular quanto o fluxo sanguineo plasmatico sdo regulados por
retroalimentacdo tubuglomerular e responsividade miogénica (autorregulacédo) (CASTROP et
al., 2004). Este ultimo, envolve constrigdo e relaxamento das arteriolas aferentes em resposta a
alteracdes da pressao arterial sistémica (AUKLAND, 1989b; a).

Todo o tufo glomerular é sustentado por um conjunto de células contrateis, que se
assemelham as células da musculatura lisa, sendo conhecidas como células mesangiais. As
células mesangiais possuem forma irregular e sdo rodeadas por uma matriz extracelular, a
matriz mesangial. Juntas, as células mesangiais e suas respectivas matrizes tornam-se bastante
importante para a manutencdo da integridade estrutural do glomérulo contra as forcgas
hidrostaticas geradas dentro dos capilares. Producdo e secrecdo de proteinas, fatores de
crescimento, prostaglandinas e citocinas sdo outras das fungdes das células mesangiais, além
da manutencao e fagocitose de moléculas presas na membrana basal (BARNETT et al., 1987;
SCHLONDORFF, 1987).

Depois de formado, o ultrafiltrado segue para a primeira porcdo dos tubulos renais, o
tubulo proximal. As células epiteliais dos tubulos proximais sao do tipo de célula mais populosa
no rim e desempenham diversas fungdes enddcrinas e regulatdrias, possuem uma borda em
escova densa de microvilosidades que aumenta a area de superficie para a absor¢do. Em funcéo
dessas caracteristicas celulares, normalmente os tubulos proximais sdo responsaveis por todas
as reabsorc¢des de proteinas, aminoacidos, glicose e creatinina, além da reabsorcdo de agua, e
de ions como cloreto e sodio. Outra caracteristica dessas células epiteliais € a grande quantidade
de mitocéndrias, e complexo de Golgi, reticulo endoplasmaético lisos e rugoso bem
desenvolvidos (ABDULNOUR-NAKHOUL et al., 2011; NAKHOUL e BATUMAN, 2011).
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Existem variacdes morfologicas e funcionais ao longo de todo o tabulo proximal, com isso
considera-se trés seguimentos dos tdbulos proximais: S1, S2 e S3. S1 e S2 s&o divididos
igualmente na porgéo contorcida e o S3 corresponde ao restante da parte reta. De uma maneira
geral esses trés seguimentos possuem mecanismos de transportes iguais, a diferenca se da
apenas na quantidade do que € transportado. Um exemplo, é da reabsorcdo da glicose e
aminoacidos que sdo filtrados e que em condi¢cdes normais ocorre no seguimento S1
(JACOBSON e KOKKO, 1976).

O proximo seguimento do néfron ¢ a al¢a de Henle, uma estrutura em forma de “U” que
consiste, sequencialmente em trés ramos: fino descendente, fino ascendente e grosso
ascendente. As celulas dos ramos finos descendente e ascendente sdo delgadas, possuem
poucas mitocdndrias e raras microvilosidades nas membranas apical e basolateral. O epitélio
do ramo ascendente grosso possui uma unica camada de células cubicas, poucos microcilos e
interacdes basolaterais, suas mitocéndrias sdo largas e alongadas. A alca de Henle participa do
processo de retencdo de agua. Ao contrario de todo o seu ramo ascendente, o ramo fino
descendente é completamente permeével a agua, que é reabsorvida passivamente a favor de um
gradiente osmotico existente entre os fluidos tubulares e o intersticio hipertdnico que o envolve.
No ramo espesso ascendente, o cloreto de sddio € transportado ativamente para fora da alca,
para estabelecer o gradiente medular para concentrar a urina (ALLEN e TISHER, 1976;
BERGERON et al., 1980; SPEEDY et al., 2001).

Na sequéncia do ramo grosso ascendente da alca de Henle tem-se o tbulo contorcido
distal. Esse seguimento possui células cubicas com poucos microvilos na regido apical e
citoplasma com inimeras mitocéndrias. O tdbulo contorcido distal reabsorve de 5 a 10% do
cloreto de sédio, participa de forma importante na secrecdo de potassio, além de desempenhar
um papel central na homeostase do célcio sisttmico, na homeostase sistémica do magnésio e
na secrecdo de acidos (MCCORMICK e ELLISON, 2015). O tdbulo contorcido distal faz
contato com o corpusculo renal do mesmo néfron, e neste local h4 uma modificacdo de sua
parede. Suas células tornam-se cilindricas, altas e com nucleos alongados e juntos uns aos
outros. Esse seguimento modificado da parede do tabulo distal chama-se méacula densa. A
macula densa € extremamente sensivel ao conteldo i6nico e ao volume de agua no fluido
tubular, tal aparelho sintetiza moléculas sinalizadoras que promovem a liberacdo da renina na
circulacdo (DORUP, 1988).

A partir da porcdo final do tabulo distal, formam-se os ductos coletores, que comegam
no cortex e termina na medula renal. As porc¢des dos ductos situados no cortex renal tém cerca

de 40 um de didmetro e células epiteliais cubdides, no que se aproximam em direcdo a papila,
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seu didmetro aumenta, podendo atingir 200 um e passam a apresentar células colunares. Ambas
sdo impermedveis a ureia. A funcdo principal desse seguimento é a regulacao da concentracdo
de urina que chega dos tlibulos renais. E também responsavel pela manutencio da homeostase
de cloreto de sodio por meio de ajustes na excre¢cdo do mesmo pela urina (RAJAGOPAL e
WALLACE, 2015). O horménio antidiurético (ADH) é um importante regulador funcional dos
ductos coletores. Sua acdo torna o ducto coletor permeavel a dgua. A Vasopressina € outro
hormonio regulador funcional do ducto, através de sua ligacdo aos receptores V2 nos ductos
coletores regula a osmolaridade através do aumento da permeabilidade de agua (MIRONOVA
etal., 2012; ROOS et al., 2013).

Todos os seguimentos dos néfrons trabalham em conjunto para o equilibrio dinamico
do corpo. Além dessa funcéo, o sistema renal € um importante regulador da pressdo arterial. Os
processos de como esta regulacdo ocorre seré discutido no topico a seguir.

2.1.3 Regulacéo da pressao arterial

Os mecanismos envolvidos na regulacdo da pressdo arterial sdo complexos.
Mecanismos neurais, hormonais e hemodinamicos interagem entre si para conseguir uma
eficiente regulacdo da pressdo arterial, esses respondem a distintos disturbios capazes de
influenciar a funcdo cardiovascular e podem ser classificados em trés classes: regulagéo a curto
prazo, regulacdo a médio prazo e regulacdo a longo prazo (GUYTON, 1961; NAVAR, 1997).
Os mecanismos de regulacdo rapida sdo ativados em questdo de segundos a partir de alteraces
da pressdo arterial. S8o0 comandados pelos barorreflexores, quimiorreceptores e receptores
cardiopulmonares controlados por mecanismos neurais e hormonais (GUYENET, 2006;
MOREIRA et al., 2006).

Os rins sdo responsaveis pela regulacdo a médio e longo prazo da pressdo arterial. O
controle a médio prazo envolve sensores renais da pressdo arterial que levam a producdo de
renina e angiotensina Il, que alteram as resisténcias vasculares para a correcdo da pressdo
arterial. As células musculares lisas diferenciadas nas paredes das arteriolas aferentes dos rins,
denominadas células justaglomerulares, sdo as principais detectoras envolvidas nessa regulacdo
intermediéria (SEQUEIRA LOPEZ et al., 2004). A partir da diminui¢do da pressao sanguinea
sistémica, ha nas celulas justaglomerulares um aumento do impulso simpatico que estimula a
liberacdo da renina. A liberagéo da renina inicia uma série de eventos bioquimicos. A renina é
uma enzima proteolitica que forma angiotensina | a partir do peptideo angiotensinogénio, que

posteriormente € convertido em angiotensina Il pela a enzima conversora de angiotensina
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(ECA). A angiotensina Il € um potente vasoconstrictor que aumenta a resisténcia periférica e a
presséo arterial (HARRISON-BERNARD, 2009; KALAITZIDIS e BAKRIS, 2009) (Figura 4)

Por outro lado, a regulacéo a longo prazo envolve principalmente o equilibrio entre de
agua e sodio, mantendo a homeostasia do volume do liquido extracelular (GUYTON et al.,
1972). Quando a pressdo arterial aumenta, o néfron reduz a reabsorcdo e aumenta a excrecao
de sddio e agua, para que o volume do liquido extracelular e a pressdo sanguinea voltem ao
normal, fendbmeno esse chamado de pressao natriurese (KIRCHHEIM et al., 1989).

Caso venha acontecer perturbaces que comprometam a fungéo renal, esses reajustes do
controle da pressdo arterial podem ser comprometidos, sendo eles um dos principais
desencadeadores de hipertensdo arterial (COWLEY e ROMAN, 1996; HALL et al., 1996;
HELLER et al., 1996).

Figura 4. Sistema renina-angiotensina-aldosterona
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Fonte: Tashko (2018)

2.2 Periodo critico do desenvolvimento: evolugdo da “teoria da origem desenvolvimentista da
salde e doenga” e sua relagcdo com o desenvolvimento de doencas

Durante a gestacdo, lactagdo e primeira infancia o organismo depara-se com uma forte

interacdo com as circunstancias ambientais nas quais 0 mesmo se encontra, esta fase é
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denominada de “periodo critico do desenvolvimento” (DOBBING, 1964; WINICK et al., 1972;
MORGANE et al., 2002). O periodo critico do desenvolvimento é marcado por fases de répida
proliferacdo e diferenciagdo celular, caracteristica esta que torna o organismo mais sensivel a
condicdes adversas impostas a ele (DOBBING e SANDS, 1985).

Um dos principais exemplos dessas condigdes adversas sdo os desequilibrios
nutricionais, que quando ocorridos nas fases pré e p6s natal, induz ao organismo uma série de
adaptacOes necessarias a sobrevivéncia (como por exemplo diminuicdo na taxa de divisdo
celular), induzindo alteracdes fisioldgicas e morfologicas permanentes e/ou temporarias, que
aumentam desta forma a predisposicdo as doencas cronicas na vida adulta (DOBBING e
SANDS, 1985; BARKER et al., 2002; HANSON e GLUCKMAN, 2011; BERGLUND et al.,
2016).

Do ponto de vista histérico tal relacdo comecou a ser percebida no ano 1934 por
Kermack et al, que apds realizarem um levantamento epidemioldgico, surpreenderam-se ao
constatar que o ambiente vivido durante os periodos mais precoces da vida, foi um fator
importante na salde e na taxa de mortalidade de individuos nascidos na Inglaterra e Suécia
entre meados do século XVIII e inicio do seculo XIX (KERMACK et al., 1934). Mesmo néo
sendo o objetivo central da pesquisa de Kermack, tais achados tornou-se umas das primeiras
descobertas documentadas acerca do periodo critico do desenvolvimento (KERMACK et al.,
1934). Anos mais tarde, em um estudo de coorte histérico com 300 mil homens nascidos entre
1944 e 1945 que foram expostos a uma restricdo alimentar severa durante a segunda guerra
mundial, conhecida como a “fome holandesa”, Ravelli et al 1976 relataram que a ma nutrigdo
pré e o pds-natal relacionou-se com um retardo do crescimento fetal, mortes prematuras e
aumentos significativos na incidéncia de obesidade (RAVELLI et al., 1976).

Forsdahl (1977), reforcou a teoria de que o ambiente nas fases iniciais do
desenvolvimento tinha forte influéncia na satde cardiovascular em idades mais tardias e
acrescentou que as chances no aparecimento de doengas cardiacas aterosclerdticas estavam
aumentadas no grupo estudado que apresentou melhorias no padrao de vida quando comparado
ao grupo que permaneceu em situacdes menos favoraveis (FORSDAHL, 1977). Barker et al
1989, relatam um risco reduzido para manifestacbes de doencas isquémicas cardiaca em
individuos britanicos que foram bem nutridos na infancia (BARKER et al., 1989). Com base
em tais achados, foi levantada a ‘“hipotese do fendtipo poupador” (thrifty phenotype
hypothesis), que propunha a ideia de que o feto seria capaz de adaptar-se a um ambiente
intrauterino adverso, reajustando o uso dos suprimentos energéticos reduzidos, no sentido de

garantir a sua sobrevivéncia (HALES e BARKER, 1992). Porém, tal processo levaria ao “erro
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adaptativo”, induzindo o favorecimento metabolico de 6rgaos nobres (cérebro, coragéo, figado,
rim) em detrimento de outros, conferindo alteragfes persistentes no crescimento e funcdo dos
tecidos (HALES e BARKER, 1992).

Um conjunto de estudos publicados posteriormente impulsionaram a idéia de que
condicdes desfavoraveis no desenvolvimento poderiam ter influéncia sobre susceptibilidade a
doengas em idades mais tardias da vida, essas pesquisas convergiram para o levantamento da
Teoria da Origem Desenvolvimentista da Saude e Doenca (DOHaD) (FRANKEL et al., 1996;
MARTYN et al., 1996; STEIN et al., 1996; LEON et al., 1998; ERIKSSON et al., 2000;
BARKER et al., 2002; LAWLOR et al., 2005). Segundo esta hipdtese, o ambiente pode alterar
a estrutura e funcdo dos érgdos, o DOHaD é o que norteia até os dias atuais todas as pesquisas
voltadas para as manifestacfes das doencas crénicas degenerativas decorrentes dos estimulos
ambientais sofridos nos periodos pré e pés-natal e que, boa parte dessas manifestacdes ocorrem
em funcdo do desenvolvimento da obesidade ou desnutricéo.

Depois de estabelecido o entendimento de que a obesidade era uma das principais
desencadeadoras de patologias como as doengas cardiovasculares, diabetes tipo 2 e as doengas
renais, e com a sua forte associacdo as condi¢Bes nutricionais adversas durante o periodo
gestacional e pds nascimento fortalecendo-se, o entendimento dos mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos na génese da maior quantidade de tecido adiposo continuavam incertos e estudos
mais minuciosos precisariam ser realizados e discutidos (BRESLOW, 1952; MCCANCE,
1962; FORSDAHL, 1977; HAHN, 1984; BRAY, 1985; PI-SUNYER, 1993). Estudos com
modelos animais foram desenvolvidos para uma melhor compreensdo dos efeitos da nutricdo
na gestacdo e infancia sobre o metabolismo, crescimento, desenvolvimento do organismo e
sobre os principais processos envolvidos na génese de diversas doengas. Sendo assim, nutri¢cao
é provavelmente o maior agente influenciador ambiental tanto no feto quanto no recém-
nascido, seja ela por excesso ou falta de nutrientes, e exerce um papel fundamental na génese

de diversas patologias.

2.3 Repercussdes da desnutricdo proteica no periodo critico do desenvolvimento

A desnutricdo é caracterizada como um déficit no balanco energético e proteico, o que
pode prejudicar o funcionamento de varios processos fisiologicos. As taxas de desnutri¢do
mundial sdo alarmantes. No ano de 2017, quase metade de todas as mortes em crian¢as menores

de 5 anos foram atribuidas a desnutricdo (UNICEF, 2018). Estudos epidemioldgicos tem
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mostrado que uma deficiéncia nutricional na infancia aumentam as chances do
desenvolvimento de obesidade e doencas correlatas, possuindo papel fundamental na satide em
periodos mais tardes na vida (HAO et al., 2010; HANSON e GLUCKMAN, 2011).

Postula-se que o baixo peso ao nascer € um forte indicativo de salde e nutricdo materna
e neonatal (ERIKSSON et al., 2000; ROY, 2018). O sul da Asia tem a maior incidéncia de
baixo peso ao nascer, com um quarto dos seus recém-nascidos pesando menos de 2.500 gramas
(UNICEF, 2018). No que diz respeito a desnutricdo mundial, as popula¢des mais afetadas séo
aquelas que vivem em condicdes de desenvolvimento socioeconémicos limitados (WHO,
2017).

Quando imposta nas fases iniciais do desenvolvimento, a desnutricdo predispde & um
maior risco de perda da funcéo renal com posterior elevagdes da pressao arterial e da morbidade
cardiovascular (VILLAR-MARTINI et al., 2009; VIEIRA-FILHO et al., 2011;
EDVARDSSON et al., 2012). Uma dieta materna com baixo teor em proteinas durante a
gestacdo e a lactacdo é um dos modelos experimentais em animais mais estudados para
avaliacdo das desordens renais.

Estudando filhotes nascidos de ratas que receberam uma restricdo alimentar de 50%,
Desai e colaboradores (2005) observaram uma diminuicdo do peso corporal ao nascer, contudo
esses animais apresentaram-se mais pesados aos 9 meses de idade além de uma redugéo no peso
dos rins, coragdo e figado (DESAI et al., 2005). Villar-Martini e colaboradores (2009)
identificaram em ratos nascidos de mdes alimentandas com uma dieta contendo 5% de proteina
durante a gestacdo e lactacdo, um retardo na glomerulogénese com diminui¢cdo no nimero de
néfrons, espessamento da barreira de filtracdo glomerular, alterac6es estruturais nos podécitos
e aumentos dos niveis pressoricos na idade adulta (VILLAR-MARTINI et al., 2009).

Estudos com humanos mostram, que as mudancas provocadas durante o periodo critico
do desenvolvimento devido a caréncia nutricional, podem provocar um comprometimento no
desenvolvimento do tecido renal (LATINI et al., 2004). Diminuigdes no tamanho dos rins em
virtude da desnutricdo proteica promove um menor suprimento sanguineo durante o
desenvolvimento do mesmo (BARBERO et al., 2018) A reducéo da massa renal por sua vez,
reduz o nimero de néfrons, expondo desta maneira os néfrons remanescentes a adaptacdes na
hemodindmica para a manutencao da fungéo renal, porém a longo prazo essas alteragGes exercer
efeitos deletérios, como uma reducéo da taxa de filtracdo glomerular, hipertrofia glomerular e
hipertensdo (ABEL et al., 1979; YANISHI et al., 2017; CHANG et al., 2018). Outros fatores
que estdo associados & diminui¢cdo no nimero dos néfrons, sdo 0 aumento da apoptose das

células do rim metanéfrico durante o seu desenvolvimento e a menor expressao dos receptores
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de angiotensina Il que resulta na expressao diminuida do gene Pax-2 (TUFRO-MCREDDIE et
al., 1995; WOODS e RASCH, 1998; WELHAM et al., 2002; ZHANG et al., 2004).

Estudo de Paixdo e colaboradores (2001) verificou hipertrofia glomerular,
hipercelularidade por tufo glomerular além de alteracbes na hemodindmica renal e maiores
valores de pressdo arterial aos 100 dias de vida em animais que receberam uma dieta carente
em proteinas, lipideos, vitaminas e minerais durante o periodo critico do desenvolvimento
(PAIXAO et al., 2001).

A desnutricdo ndo € o Unico insulto nutricional que predispde ao surgimento de
patologias renais e cardiacas. A maior oferta e consumo nutricional nos periodos iniciais da
vida sdo relacionados com a obesidade infantil, distirbios metabdlicos, alteracBes renais e

cardiovasculares.

2.4 Repercussdes da supernutricdo no periodo critico do desenvolvimento

O excesso de peso e a obesidade sdo definidos como um desequilibrio energético com
acumulo anormal ou excessivo de gordura (WHO, 2017). Apesar dos grandes problemas
relacionados a desnutricdo mundial, a obesidade vem tomando proporc¢des preocupantes em
todo 0 mundo. No ano de 2016, o nimero de individuos obesos acima de 18 anos, ultrapassou
a marca de 650 milhGes. Ja em criancas com menos de 5 anos, 0 excesso de peso e a obesidade
atingiu cerca de 41 milhdes (WHO, 2017). Os paises desenvolvidos estdo no topo na incidéncia
de pessoas obesas. Porém, a medida que o0s paises em desenvolvimento se tornam
economicamente mais ricos, suas respectivas popula¢des aderem as mudancas no estilo de vida,
como por exemplo, uma maior ingestdo de alimentos ricos em gordura saturada, sodio e
acucares. Tais mudancas estdo sendo acompanhadas de um aumento na taxa da obesidade
(MATTEI et al., 2012).

A obesidade aumenta a incidéncia de comorbidades como, hipertensao, dislipidemia,
diabetes tipo Il , esteatose hepatica ndo alcodlica e disfungdes renais (FALOIA et al., 2000;
GOODMAN, 2014; MASCALI et al., 2016; ROMAIN et al., 2018; RUILOPE et al., 2018).
Estudos epidemioldgicos e experimentais vém demonstrando que a obesidade na infancia esta
associada com o maior indice de massa corporal na vida adulta (LU et al., 2016; MURASHOV
etal., 2016; ROLLAND-CACHERA et al., 2016; ARCHIBALD et al., 2018).

Modelos experimentais de supernutri¢do pos-natal estdo sendo utilizados para avaliar as
possiveis implicacBes da excessiva ingestdo nutricional sobre a obesidade a curto e a longo

prazo. Um desses modelos experimentais para a inducéo de obesidade neonatal é a reducéo no
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tamanho da ninhada (FIOROTTO et al., 1991; PLAGEMANN et al., 2006). Resultados obtidos
a partir desse modelo de reducdo de ninhada demonstram que, a curto prazo, 0s neonatos
possuem desregulacdo permanentes em neuropeptidios envolvidos no controle de ingestdo de
alimentos (DAVIDOWA e PLAGEMANN, 2000; FRANKE et al., 2005). Seus efeitos a longo
prazo sdo: excesso de peso ap0s o desmame, aumento na ingestdo de alimentos e
hiperinsulinemia (LOPEZ et al., 2005; HOU, M. et al., 2011).

A obesidade induz alterages metabdlicas que tem efeito direto sobre o
desencadeamento das doencas renais. Aumentos na liberacdo de adiponectina pelo tecido
adiposo tem um papel fundamental na albuminuria relacionada a obesidade (KOSHIMURA et
al., 2004; JORSAL et al., 2008). Em um estudo com camundongos knockout para o gene da
adiponectina, Sharma e colaboradores (2008), identificaram que esta proteina tem funcéo
regulatéria sobre o poddcito, contribuindo para o desenvolvimento inicial de albumindria
(SHARMA et al., 2008). Aumento na secrecdo de leptina também esta relacionada com a
obesidade e integridade renal (SCHNEIDER et al., 2018). Wolf e colaboradores (1999)
demonstraram in vitro que a leptina € uma importante molécula indutora de dano renal por
mecanismos de ativacdo de fatores de crescimento nas células endoteliais glomerulares e
producdo de colageno do tipo IV (WOLF et al., 1999).

Estudo de Coldtiz e colaboradores (1990), ja demonstraram que a obesidade pode levar
a resisténcia a insulina (COLDITZ et al., 1990). A resisténcia a insulina € um fator metabdlico
de risco para as doencas renais (KRIACHKOVA et al., 2011; KITTISKULNAM et al., 2018).
A resposta renal frente a resisténcia a insulina é o aumento de angiotensina I, crescimento de
células mesangiais, hipertrofia glomerular, leses no podécito e alteragdes hemodinadmicas
(KREISBERG, 1982; CUSUMANO et al., 2002; WELSH e COWARD, 2010).

2.5 Relag&o entre o estresse oxidativo e lesdes renais

O estresse oxidativo é uma condicdo celular decorrente de um desequilibrio entre o
sistema oxidante e o sistema de defesa antioxidande (HALLIWELL, 2007). Esse processo pode
ser induzido por inumeras condicgdes, incluindo exposicdo a agentes quimicos e por
desequilibrios nutricionais (RUDARLI NALCAKAN et al., 2011; CHICO et al., 2017;
ERASLAN et al., 2017; CAPPELLI et al., 2018; DA SILVA BARRETO et al., 2018). Na

cadeia transportadora de elétrons da mitocondria, sdo consumidos cerca de 98% do oxigénio
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molecular para formar agua, as moléculas de oxigénios remanescentes sao entdo reduzidas de
forma monovalente para dar origem ao precursor e mediador de todas as reacées em cadeia do
estresse oxidativo, o anion superdxido (O2") (FRIDOVICH, 1997). O anion superdxido sofre
uma dismutacdo pela enzima superoxido dismutase sendo convertido a peréxido de hidrogénio
(H203), este por sua vez é convertido pela catalase ou glutationa-peroxidase a agua e oxigénio
(SHEEHAN et al., 2001; COLAVITTI e FINKEL, 2005). O estresse oxidativo resulta em danos
aos 4cidos nucleicos, proteinas e lipideos e estd envolvido em diversos processos patologicos,
como por exemplo, o desenvolvimento de alguns tipos de canceres, Alzheimer, aterosclerose e
doenca renal crénica (STORZ, 2005; HUANG et al., 2016; KATTOOR et al., 2017; ZHAO et
al., 2017). Entretanto, em condicdes fisioldgicas as espécies reativas de oxigénio desempenham
importantes papéis na transdugdo de sinais como segundos mensageiros, além de auxiliar o
sistema imunolégico combatendo microrganismos (FORMAN e THOMAS, 1986; RHEE,
2006; FINKEL, 2011).

Figura 5. Reacdo de formagao das espécies reativas de oxigénio.
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Fonte: Brock (2012)
O sistema de defesa antioxidante é responsavel por neutralizar a acdo das espécies

reativas de oxigénio e sdo divididos em dois tipos, defesa antioxidante enzimatica e nao
enziméatica. Na defesa antioxidante enzimética participam principalmente a superdéxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase e glutationa-S-transferase (LOCATELLI et al., 2003;
HALLIWELL, 2007; SUVAKOV et al., 2013). As vitaminas E e C compdem o sistema
antioxidante ndo enzimatico, atuando respectivamente, protegendo os lipideos constituintes da
membrana celular e os lipideos plasmaticos da peroxidacdo (GIVERTZ et al., 2001). Outro
componente importante desse sistema séo as glutationas reduzidas. Esse composto tiol de baixo
peso molecular desempenha um papel chave na protecdo das células contra os danos oxidativos
e toxicidade dos xenobioticos, além de auxiliar na manutencdo da homeostase redox
(MEISTER, 1992).
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Figura 6. Agentes antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos.
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Alteracdes nas estruturas funcionais dos rins estdo intimamente associadas a perda da
funcdo renal e 0 aumento do estresse oxidativo € um dos principais mecanismos envolvidos
neste processo (TURI et al., 1997; WHALEY-CONNELL et al., 2006; RUGGIERO et al.,
2011; NATIONAL KIDNEY, 2012; DAEHN et al., 2014; FLEMMING et al., 2018). A
literatura mostra que uma reducdo na expressao e atividade da enzima superéxido dismutase
trds graves prejuizos aos rins (DERUBERTIS et al., 2007). Dugan e colaboradores (2013)
identificaram aumento na albumindria e expansdo da matriz glomerular em camundongos
knoukout para esta enzima (DUGAN et al., 2013). A diminuicdo da superoxido dismutase induz
a uma producdo excessiva de anion superoxido, que resulta na formacdo de outras espécies
reativas, incluindo o peroxinitrito e o radical hidroxila, potentes indutores de danos a DNA,
proteinas e lipideos (EVANS et al., 2002).

Foi demonstrado que o radical hidroxila contribui para o desenvolvimento da
hipertensdo arterial, que por sua vez contribui para a progressdo da insuficiéncia renal
(WINGEN et al., 1997; TEPEL, 2003). A catalase possui um papel fundamental contra lesdo
celular e tecidual, sua super expressdo torna as células mais resistentes a toxicidade do perdxido
de hidrogénio e minimiza lesdes miocardicas na hipertensdo (YANG et al., 2004; ZHOU et al.,
2004). Aumento na excrecdo de albumina e niveis elevados de peroxidagédo lipidica foram

observados em animais com deficiéncia da atividade da catalase (KOBAYASHI et al., 2005).
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Atividade diminuidas da superdxido dismutase e da catalase acompanhadas de um aumento na
peroxidacdo lipidica sdo observados nos eritrécitos de pacientes com doencas glomerulares
(ANNUK et al., 2001). A fibrose renal € um processo patologico na doenca renal crénica,
aumentos na producdo das espécies reativas de oxigénio ativam vias de sinalizacdo que
estimulam fatores de crescimentos que leva a maior formacéo e o acumulo de colageno tipo | e
IV (CHEN etal., 2003; WYNN, 2008; BARNES e GORIN, 2011; JAIN et al., 2013; DAGHER
etal., 2017; SHI et al., 2018).

O estresse oxidativo vem sendo apontado como um dos mecanismos moleculares chave
responsavel por induzir danos as estruturas renais com posterior diminuicdo da capacidade
funcional renal. De acordo com os levantamentos apontados nessa fundamentacao teodrica,
podemos atribuir aos insultos nutricionais sofridos no inicio da vida uma casuistica para a
patogénese renal; entretanto poucos sdo os dados da literatura que avaliaram os efeitos a curto
prazo de uma restricdo proteica e supernutricdo neonatal relacionando-os com o0 estresse

oxidativo e alteracOes estruturais renais.
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3 OBJETIVOS

3.1. Geral

Investigar os efeitos da supernutricdo e desnutricdo proteica em periodos criticos do
desenvolvimento em relacédo ao balanco oxidativo e a morfologia no cértex renal de ratos jovens
(30 dias de vida).

3.2. Especificos

A) Avaliar no rim esquerdo de ratos supernutridos, desnutridos e controles as
seguintes caracteristicas microanatbmicas:
1. Area glomerular;

2. Area do corpusculo renal;
3. Numero de células glomerulares
4

Quantificacao da deposicédo de colageno;

B) Avaliar no cértex do rim direito de ratos supernutridos, desnutridos e controles:
1. Niveis de peroxidacéo lipidica (MDA);

2. Niveis de oxidacdo de proteinas (Carbonilas);
3. Atividade enzimatcia antioxidante

e Superdxido dismutase (SOD);

e Catalase (CAT);

e Glutationa-S-transferase (GST);
Niveis de Glutationa-reduzida (GSH);

o &

Niveis de grupamento sulfidrilas.



4 ARTIGO

Page 1 of 27

Both Maternal Low-Protein and Neonatal Overnutrition Result in Similar Changes to Glomerular

Morphology and Renal Cortical Oxidative Stress Measures in Male Wistar Rats.

! Anderson Pedroza, 'Diorginis Soares Ferreira, 'David F Santana, Pedro Thiago da Silva, *Francisco
Carlos Amanajas de Aguiar Jinior, *Donald F Sellitti, *Claudia J Lagranha
#Correspondence should be addressed to Dr. Claudia Lagranha, Nucleo de Educagéo Fisica e Ciéncias

do Esporte, Laboratory of Biochemistry and Exercise Biochemistry, Vitdria de Santo Antdo, 55608-
680, Brasil. Tel: +55-81-35233351; E-mail: lagranha@hotmail.com

Affiliation and address for co-authors:

1. Laboratory of Biochemistry and Exercise Biochemistry / CAV. Federal University of Pernambuco.
Vitoria de Santo Antao, 55608-680, Brazil. Email: Anderson Pedroza, andersonggt@hotmai.com;

Diorginis Ferreira, diorginissoares@hotmail.com; David Santana, david-lipe@hotmail.com;

2. Department of Biology/ CAV. Federal University of Pernambuco. Vitoria de Santo Antao, 55608-
680, Brazil. Email: Pedro da Silva, pedro_thiago94@hotmail.com; Francisco Amanajas,

famanajas@yahoo.com br;

3. Department of Anatomy, Physiology, and Genetics, School of Medicine. Uniformed Services
University of the Health Sciences. Bethesda-MD, 20814-4799, USA. Email:

donald sellitti@usuhs.edu

IN manuscript is the accepted manuscript prior to copy editing and page composition. It may differ from the final official version of record.

Appl. Physiol. Nutr. Metab. Downloaded from www .nrcresearchpress.com by Det Kongelige Bibliotek: Nationalbibliotek og Kbenhavns Universitetsbibliotek on 07/30/18

For personal use only. This Just



IN manuscript is the accepted manuscript prior to copy editing and page composition. It may differ from the final official version of record.

Appl. Physiol. Nutr. Metab. Downloaded from www .nrcresearchpress.com by Det Kongelige Bibliotek: Nationalbibliotek og Kbenhavns Universitetsbibliotek on 07/30/18

For personal use only. This Just

Abstract: There is a strong correlation between inadequate gestational and postpartum nutrition with
the occurrence of cardiovascular diseases. The present study investigates the effects of maternal low-
protein and neonatal overfeeding on the oxidative balance and morphology of the renal cortex of male
Wistar rats. Two independent protocols were used. First, pregnant Wistar rats received diets
containing either 17% (normal protein) or 8% (low protein) casein throughout pregnancy and
lactation. Second, the litter size was reduced by one-third on the third postnatal day to induce
overnourishment in offspring. In experimental age, the oxidative balance and morphology of the renal
cortex analyses were performed in the kidney cortex. Results showed small but significant increase in
renal corpuscle area in low protein (LP, 5%) and overnutrition (ON, 8%). Glomerular tuft area also
increases in LP (6%) and ON (9%), as did glomerular cellularity (LP +11% and ON, +12%). In the
oxidative stress analyses, both nutritional insult significantly elevated lipid peroxidation (LP +18%
and ON +135%) and protein oxidation (LP +40% and ON, +65%), while significantly reducing non-
enzymatic antioxidant defenses measured by reduced glutathione (LP, -32%; ON, -45%) and total
thiol content (LP, -28%; ON, -24%), respectively. In enzymatic defense we observe decrease in
superoxide dismutase (LP -78% and ON -51%), catalase (LP -18% and ON -61%) and GST (only in
ON -44%). Our results demonstrate that nutritional insults, even those of a very different nature,
occurring during perinatal development can result in similar changes in oxidative parameters and

glomerular morphology in the renal cortex.

Key words: low-protein diet, overnutrition, oxidative stress, kidney cortex
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Introduction

According to the World Health Organization (WHO), non-communicable diseases (NCDs) present a
rapidly increasing burden on public health as unhealthy western diets proliferate in recently developed
countries at the same time that inadequate nutrition and starvation continue to afflict the still
undeveloped world. On a global scale, cardiovascular diseases account for most NCD deaths,
followed by cancers, respiratory diseases, and diabetes (WHO 2015). Several experimental studies
have demonstrated the correlation between inadequate nutrition during the gestational and lactation
periods and the genesis of cardiovascular, kidney and metabolic diseases (Paixao et al. 2001; Barker

etal. 2002).

Inadequate nutrition can be categorized as either undernutrition, or overnutrition. Undemutrition is
characterized by the insufficient intake of essential nutrients, which generally denotes inappropriate
proportions of specific components, especially protein, in the diet (Morgane et al. 2002). Insufficient
protein ingestion in humans has been associated with a predisposition to high blood pressure and
cardiovascular disease in later life, and in an experimental rat model has been shown to upregulate the
renin-angiotensin-aldosterone system in part by increasing the expression of the ATIR angiotensin
receptor (Fanos et al. 2010). In developing countries, increased rates of overall undernutrition have
been associated with increases in premature death in children (de Onis et al. 1993). Observations
such as these underscore the critical health problem that undernutrition remains in the underdeveloped
world (Turkmen 2017; Yildirim et al. 2017). On the other hand, overnutrition is characterized by
excess intake of one or more dietary components, primarily carbohydrates and fatty acids. Currently,
overnutrition is a concern in developing as well as developed countries. As extensively documented in
the epidemiologic literature, obesity-induced by overnutrition during childhood is strongly associated

with an increased risk of cardiovascular and kidney disease (Turkmen 2017).

Kidney disease and cardiac disease are often closely intertwined, with the malfunction of one organ
system severely impairing the functioning of the other (Iversen et al. 1998; Paixao et al. 2001).
Clinical and experimental evidence suggest that oxidative stress is, at least in part, an underlying

mechanism in the etiology of kidney dysfunction (Turkmen 2017; Yildirim et al. 2017). Oxidative
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stress is characterized by a chronic imbalance between production and removal of reactive oxygen
species (ROS), resulting in cell and tissue damage in the affected organ (Rajendran et al. 2014). In the
kidney, oxidative stress has been shown to impair the production of both renin (and thus angiotensin
II downstream of renin release) and nitric oxide, to result in alterations of cardiovascular function

(Laragh 1992).

We hypothesize based on the current literature that regardless of the type of nutritional insult, for
example either low protein in the mother’s diet during gestation and lactation, or overnourishment
during early childhood, that an unhealthy diet during development can induce changes in the oxidative
state and glomerular morphology of the renal cortex that may be factors in the occurrence of renal
disease in adulthood. To test our hypothesis the present study aimed to evaluate short-term effects of
either a maternal low protein diet or neonatal overnutrition in male Wistar rats, during development

on glomerular morphology and oxidative stress in the kidney cortex.

Methods

The experimental protocol, (n°® 23076.017806/2014-62), used in this study was approved by the
Ethical Committee of the Biological Science Center at the Federal University of Pernambuco (UFPE),

Brazil.

Experimental design and Diet

Maternal low-protein diet (experimental design 1): Pregnant Wistar rats (n= 6) were randomly
divided into two experimental groups. In one, the normal protein group (NP; n=3), pregnant rats were
fed with a 17% casein diet. The other group received a low protein (LP; n=3) diet containing only 8%
casein. The standard and low protein diets were prepared as described in previous publication from
our laboratory (Nascimento et al. 2014), which among others, have described maternal and offspring

parameters, such as: food behavior, caloric intake, somatic characteristics, and biochemical
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measurements (Lopes de Souza et al. 2008; Orozco-Solis et al. 2011; de Brito Alves et al. 2014;
Barros et al. 2018). Both diets contained the same total energy content and were offered to the rats

throughout gestation and lactation.

Neonatal overnutrition (experimental design 2): Plagemann's group demonstrated that a reduction
in litter size induces a long-lasting condition of overweight/obesity due to increased milk availability
and over-consumption due to a non-inhibitory mechanism of satiety in offspring. (Plagemann et al.
1992; Voits et al. 1996; Davidowa and Plagemann 2001; Li et al. 2002; Plagemann et al. 2009;
Plagemann et al. 2010). The protocol used in the present study is based on the adjustment of maternal
milk availability in the first days of lactation by manipulating litter size as described by Plagemann et
al (1992). For this experimental design, was used dams (n=6) that deliver between 9-12 puppies,
twenty-four hours after born, puppies were randomly distributed among the dams maintain 9 puppies
per dams. On the third day of life, the male newborn rats assigned to the overnourished group (ON)
were allocated to litters containing only 3 pups per mother, initiating a condition of neonatal
overnutrition via greater access to the milk supply. The normal fed group, in contrast, consisted of
newborn male rats assigned to litters with 9 puppies for each lactating dam (standard lactation). At 21
days of age, animals from all groups began receiving commercial laboratory chow (Labina-Purina®)
and water ad libitum until 30 days of age, when they were euthanized by decapitation and the kidney

cortex immediately removed for analyses.

We would emphasize here that owing to the two different experimental designs described above, the
‘control” groups for the low maternal protein and the neonatal overnutrition groups, respectively,
cannot be considered as identical and therefore we cannot compare all groups together using
ANOVA. Thus, in these studies we use a ‘normoprotein’ control group to compare with the ‘low
maternal protein’ animals and a ‘normal fed’ control group to compare with the overnutrition group,

employing the Student t-test for each comparison. (Fig 1).

Body weight measurement:
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The body weights of the male offspring were recorded on the 7%, 14%, 21t and 30* days of life using a

digital scale (S-400, Marte, Brazil) with a maximum capacity of 400 grams.

Reagents

All reagents were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) (Sinc Pernambuco, Brazil).

Sample preparation for morphometry

The left kidney was removed and fixed with 10% neutral buffered formalin (NBF) at 4°C during a 24-
hour period. After washing, the tissue samples were progressively dehydrated in a graded alcohol
series before submitting them to xylol diaphorization. Sections of four-micron thickness were cut in a
sagittal plane and fixed to glass microscope slides followed by staining with hematoxylin and eosin
(H&E). Renal structural changes were evaluated with H & E; renal fibrosis was quantified in adjacent
sections using a Picrosirius Red Staining (kit — Erviegas, Sao Paulo, Brazil) The samples were then
examined using conventional light microscopy (Nikon Eclipse E200, Sdo Paulo, Brazil), and images
captured by a camera (Moticam 3000, Kowloon Bay, Hong Kong) were analyzed using Image J Pro
Plus computer software 1.44 (Research Services Branch, U.S. National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA)(Alba-Loureiro et al. 2010). A total of 180 renal corpuscles were examined in each
experimental group. The same observer, blinded to the identities of the experimental groups,

performed the measurements of size and cellularity.

Sample preparation for oxidative stress and antioxidant analyses

Renal cortex was homogenized in cold buffer containing 50 mM TRIS and 1 mM EDTA, pH 74,
1 mM sodium orthovanadate and 200 pg/mL phenylmethanesulfonyl fluoride by using a IKA@ RW

20 digital homogenizer, utilizing a potter-Elvehjem pestle and glass tubes on ice. Homogenates were
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centrifuged at 1,180 g for 10 min at 4 °C. Protein contents of the homogenates were determined with

the Bradford protein assay (Bradford 1976).

Evaluation of lipid peroxidation

A total of 0.250 mg/mL renal cortex homogenate was used to measure malondialdehyde production
(MDA) in reaction with thiobarbituric acid (TBA) at 100°C. In brief, sequential addition of 30%
trichloroacetic acid and Tris-HCl (3mM) to the sample was followed by thorough mixing and
centrifugation at 2,500 g for 10 min. The resulting supernatant was transferred to another tube and
0.8% TBA (v/v) was added before mixing and boiling for 15 min. After cooling, the absorbance of the

organic phase was read at 535 nm in a spectrophotometer (Buege and Aust 1978).

Determination of protein oxidation

Trichloroacetic acid (TCA) at 30% w/v was added to homogenates containing 400 mg protein/ml and
kept on ice. Samples were then centrifuged for 4 min at 1,180 g and the pellets were suspended in 10
mM 2.4 dinitrophenylhydrazine and immediately placed in a darkroom for an 1 h incubation. Samples
were then washed and centrifuged, and the final pellet suspended in 6M guanidine hydrochloride and
incubated for 30 min at 37 °C. The final reaction product was measured at an absorbance of 370 nm

(Reznick and Packer 1994).

Measurement of superoxide dismutase (SOD) activity

IN manuscript is the accepted manuscript prior to copy editing and page composition. It may differ from the final official version of record.

Total superoxide dismutase enzyme activity (t-SOD) was determined according to the method of
Misra and Fridovich (Misra and Fridovich 1972). Supernatants (0.3 mg/mL) collected from
homogenized tissues were incubated with 0.880 mL of sodium carbonate (0.05%, pH 10.2, 0.1

mmol/L EDTA) at 37° C. Thirty millimoles per liter of epinephrine (in 0.05% acetic acid) was added
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and SOD activity was measured by the kinetics of inhibition of epinephrine auto-oxidation at 480 nm

(Misra and Fridovich 1972).

Measurement of catalase (CAT) activity

The principle of this assay is based on determination of the rate constant (k) of H,0O, decomposition,
which under our conditions of temperature (37° C) and pH, was defined as 4.6 x107. A total of 0.3
mg/ml of renal cortex homogenate was used to measure CAT activity. Briefly, 0.3M H,0, was added
to a mixture containing approximately 0.015 mL of homogenate and 50 mM phosphate buffer (pH

7.0). The absorbance was measured at 240 nm for 1 min (Aebi 1984).

Measurement of Glutathione S-transferase (GST) activity

A total of 0.3 mg/ml of renal cortex homogenate was used to measure GST activity, as previously
described by Habig et al. (Habig et al. 1974). Briefly, phosphate buffer (0.1M, pH 6.5 containing
ImM EDTA) was added to the kidney samples after the addition of 1 mM 1-chloro-24-
dinitrobenzene (CDNB) and 1mM of reduced glutathione (GSH), and the absorbance at 340 nm was
measured. GST activity was defined as the amount of protein required to form one pmol of 2,4-

Dinitrophenyl-S-glutathione (DNP-SG).

Measurement of reduced glutathione (GSH)

Homogenate samples (0.3 mg) were diluted 10-fold in a sodium phosphate buffer (pH 8.0) containing
SmM EDTA and then incubated with ortho-phthaldehyde (OPT-1mg/ml) for 15 min at room
temperature (RT). Fluorescence of the reaction mix was measured at 350nm with an excitation

wavelength of 420nm (Hissin and Hilf 1976).

Total sulfluydryl groups



Page 9 of 27

IN manuscript is the accepted manuscript prior to copy editing and page composition. It may differ from the final official version of record.

Appl. Physiol. Nutr. Metab. Downloaded from www .nrcresearchpress.com by Det Kongelige Bibliotek: Nationalbibliotek og Kbenhavns Universitetsbibliotek on 07/30/18

For personal use only. This Just

Homogenate samples (0.3 mg) were incubated with 10 mM 5,5'-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) at RT
and in the dark for 30 min and the absorbance of the reaction mix at 412 nm was measured (Ellman

1959).

Statistical Analysis

All results are expressed as the mean + SEM. A student’s t-test was used to assess the difference in
the measurement of each metabolic parameter between the inadequately nourished group (low protein
or overnourished) and its respective control. All statistical analyses were performed using GraphPad
Prism 6.0 software (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) and the data was considered

statistically significant if p < 0.05.

Results

Body weight

Body weight in the LP group remained significantly lower than NP control throughout the assessment
period, reaching only 74%, 66% and 77% of NP at 14, 21, and 30 days, respectively. On the other
hand, as expected, the ON group presented with higher body weight than the NF control group
throughout the study, exceeding control value by 42%, 31%, and 28% at 14, 21, and 30 days,

respectively (Fig 2.)

Renal Corpuscle Size and Cellularity

Figure 3 shows representative renal corpuscles in each group stained with H & E (A) or picosirius red
(D). The differences in the cross-sectional areas of both the entire corpuscle (the area extending to
Bowman’s capsule) and the glomerular tuft (the area extending to the visceral layer of glomerular

epithelium) are graphed in Fig 3 B and show that LP and ON increased renal corpuscle area by 5%
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and 8%, respectively, compared with controls. Glomerular tuft areas saw similar significant increases
in the abnormally nourished groups (LP, 6%; ON, 9% compared with respective controls) (Fig 3B)
Glomerular cellularity, determined by counting intraglomerular nuclei, was increased by 11% and
12% in LP and ON, respectively (Fig 3C), while collagen content was increased by 3% and 6%,
respectively (Fig 3E). The results showing that all four measurements of glomerulopathy were
significantly increased by similar amounts in inadequately nourished animals (LP and ON groups)

compared to controls suggests the possibility of a common underlying etiology.

Oxidative stress biomarkers

Figure 4 shows that both the LP and ON diets resulted in significant increases in oxidative damage to
both lipids and proteins in the renal cortex compared to respective controls. MDA levels reflecting
lipid peroxidation were increased modestly but significantly (+18%) in the LP animals and were more
than doubled (+ 135%) in the ON group. Moreover, carbonyl content, a measure of protein damage,
was increased by 40% in the LP animals, and by 65% in the ON group when compared to the

respective control groups.

The antioxidant system

In the enzymatic system, SOD, CAT, and GST are responsible for the protection of cells from
oxidative damage caused by ROS formation. Fig SA shows that consistent with the increased
oxidative damage to protein and lipid noted above, the activities of these antioxidant enzymes were
overall significantly lower in the inadequately nourished animals compared to controls. Only GST
measured in the LP group did not differ significantly from its measurement in normally fed animals
(Fig 5A). SOD, on the other hand, was reduced by fully 78% in the protein-deprived animals.
Ovemourished animals displayed decreases of 51%, 61%, and 44% in SOD, CAT, and GST,

respectively compared with normally fed controls (Fig 5A).
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In addition to its control by the enzymatic system ROS-induced damage is also managed non-
enzymatically, with GSH and the thiol group representing the two major compounds involved in
reducing oxidative stress. Measurement of these two anti-oxidant compounds showed that non-
enzymatic means of controlling oxidative stress in the renal cortex were also reduced with both
protein restriction and overfeeding (Fig 5B and C). With maternal low protein, GSH levels in male
offspring were reduced by 32% and total thiol content by 28%, respectively, and with neonatal

overnutrition these antioxidants were reduced by 45% and 24%, respectively.

Discussion

The present study examined the short-term effects of either maternal low-protein or neonatal
overnutrition on oxidative stress parameters in the renal cortex, and glomerular size and cellularity in
male rat offspring. Comparison of animals, whose nutritional state was altered, with controls
receiving adequate nutrition, showed that the renal cortex of both abnormally nourished groups
suffered a similar type of damage, exhibiting both increased glomerular size and cellularity, and
increased oxidative stress. Other measurements, however, were altered as expected: for example,
protein restriction decreased rat body weights, while overnutrition increased them. Previous studies
with experimental protocols similar to ours corroborate these results (Plagemann et al. 1999;
Nascimento et al. 2014). In addition, it has been shown that lower body weight, as well as overweight
during early development can affect nephrogenesis, causing structural changes in the renal corpuscle
that can predispose the individual to renal failure and an increased risk of hypertension (Wlodek et al.

2008; Abitbol and Rodriguez 2012).

IN manuscript is the accepted manuscript prior to copy editing and page composition. It may differ from the final official version of record.

The present results show, in a controlled experiment with constant levels of perinatal exposure to
either higher than normal caloric intake or the effects of lower than normal maternal protein, that an
inadequate diet in either the neonate or the mother results in larger than normal renal corpuscles,
irrespective of the nature of the dietary inadequacy. Overfed rats and rats affected by maternal low

protein also presented with significantly increased glomerular tuft area as well as increases in
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glomerular cellularity and collagen content that contribute to the glomerular hypertrophy. These
results are in agreement with an earlier study showing that a low-protein/low vitamin and mineral diet
during the prenatal period (in utero malnutrition) in male rats resulted in a significant 6% increase in
cross-sectional glomerular area at adulthood (Paixao et al. 2001). On the other hand, protein
deficiency in utero and during nursing, a regimen similar to ours, did not significantly alter
glomerular cross-sectional area in the adult (Paixao et al. 2001). Nonetheless, as in the present study
where tuft cellularity was increased by 11% with LP, Paixao et al (2001) found significant tuft

hypercellularity (28% greater than control) in the in utero/post-natal low-protein group.

Our results for the overnourished group, on the other hand, resemble those of Boubred et al. (2007),
who recorded increased glomerular volume in 22 month-old female rats that were overfed through a
reduction in litter size. Since overfeeding lasted only until the rats were weaned at 21 days, the study
of 22-mo old rats by Boubred et al (2007) clearly showed that even a short period of overnutrition
during early post-natal development could result in an essentially permanent change in glomerular
size, at least in females. Moreover, at 22-mo glomerular cell number remained significantly increased
in both overfed males and females, but urinary protein excretion and glomerulosclerosis were elevated
only in males. These gender-divergent results suggested that complex mechanisms involving changes
in blood pressure, glomerular filtration rate, and sex hormones accompanied the glomerular effects of
overfeeding to limit long-term renal damage to males but not females (Boubred et al. 2007). The
results of the present study, showing increased glomerular area and cellularity occurring with both
over-feeding and protein restriction at only 30 days of age, suggest that the glomerular damage
observed in older animals overfed during the suckling period and normally fed thereafter (Boubred et
al. 2007), may constitute an inevitable consequence of overfeeding during this critical developmental
period. Extrapolating these findings to humans would suggest that very early intervention (i.e. in utero
and immediately post-natal) to correct deficiencies in child nutrition is essential to a healthy

adulthood (Luyckx et al. 2013).

The increased tuft cellularity that we observe in this study with either low protein or overnutrition is

characteristic of many glomeruloproliferative diseases (Slauson and Lewis 1979) as is the increase in
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collagen content, whose deposition by mesangial cells is one of the major causes of glomerular
hypertrophy (Dugan et al. 2013). The present results showing significant increases in glomerular
collagen content of 4% and 6% in LP and ON rats, respectively, suggests that a common process

initiated by either LP or ON could underlie the pathology.

Extrapolating the nutrition-related changes in renal morphology we’ve observed here the possible
pathophysiologic consequences, we suggest that both maternal LP and neonatal ON might result in a
progressive glomerular damage that ultimately increases the risk for cardiac impairment. Specifically,
our data showing increased collagen content and mesangioproliferation point to reduced glomerular
perfusion in LP and ON animals, which can result in progressively increased glomerular pressure
(Hughson et al. 2014). Furthermore, the glomerular hypertrophy we observe with either type of
nutritional deficit could be indicative of a compensatory mechanism that responds to overall reduced
glomerular filtration by enlarging the remaining functional renal corpuscles (Glassock and Rule

2012).

Confirmation of a speculative link between LP or ON and cardiac disease will require further
experimentation, however such research can be guided by the principle, strongly supported by the
current study, that glomerular damage caused by either type of nutritional deficit likely shares
common etiologic mechanisms. One such mechanism, triggered to roughly the same extent in both
overfed and low protein individuals in the present study, is the increase in oxidative stress in the renal
cortex as indicated by both increased lipid and protein oxidation in these animals. The effects of
oxidative stress may be especially harmful in the kidney due to that organ’s higher content of
polyunsaturated fatty acids susceptible to lipid peroxidation in comparison with other organs (Das

2012). Among the mechanisms shown to contribute to renal damage downstream of lipid
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animals observed here would suggest that oxidative stress-induced induction of these factors in LP

and ON animals helps to translate changes in oxidative state into morphologic changes in the

glomerulus.
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In addition to the changes in oxidative stress noted above, the activities of both the enzymatic and
non-enzymatic antioxidant defense systems, with few exceptions, were also compromised by protein
restriction and overnutrition in the present study. Among these, SOD activity that converts superoxide
anion (Oy’) to hydrogen peroxide (H,O,) was decreased by over 50% in both experimental groups.
Importantly, decreased SOD activity, has been associated with a greater ROS release rate, albumin
excretion, and glomerular extracellular matrix expression, most of which is directly related to
increased oxidative damage in the cell (Dugan et al. 2013; Feng et al. 2013). In regard to our above
speculation that glomerular pressure is increased in LP and ON compared to controls, it is worth
noting that the glomerular filtration rate depends to a large extent upon the generation of nitric oxide
and the availability of other vasoactive compounds (Helal et al. 2012). Therefore the large reduction
in superoxide dismutase activity that we observe with either low maternal protein or overnutrition and
the subsequent reduction in the nitric oxide availability in the glomerulus (Alvarez and Radi 2003),
could lead to an inhibition glomerular filtration, similar to what has been observed in obesity-related

hypertension (Pecly et al. 2006).

The superoxide radical, after being dismutased to H,O, by SOD, is further reduced to H,O by CAT.
In the kidney, CAT plays an essential role in the resistance to hydrogen peroxide toxicity and oxidant
injury, and its overexpression can prevent some proapoptotic events (Brezniceanu et al. 2007). Our
data demonstrate that maternal low-protein and neonatal overnutrition decrease CAT activity,
suggesting a compounding of oxidative damage due to superoxide by the reduction in the two enzyme
activities. In the overnourished group only, we also observed a decrease in activity of GST, an
enzyme that is deeply involved in the repair of macromolecules oxidized by ROS, in protein
regeneration, and in the detoxification of both endogenous and exogenous toxic agents (Sheehan et al.
2001). It is a cytosolic enzyme found in high concentration in the kidney, and previous studies have
shown a relationship between decreased GST activity and glomerular damage progressing to kidney
failure (Gilbert and Cooper 1999; von Scholten et al. 2014). The significance of the difference
between LP and ON in inhibiting GST is difficult to understand in light of the many similarities

between the two in affecting the other antioxidant systems, both enzymatic and non-enzymatic. It
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could indicate that intracellular regulation of GST activity by nutrition follows different downstream

pathways based on the precise nature of the nutritional insult.

The non-enzymatic antioxidant system as measured by GSH concentration and thiol content was, like
the enzymatic system, altered in the same direction by LP and ON (States et al. 1987; Baynes and
Thorpe 1999). Thus it can be assumed that the amount of pathological molecular damage related to
oxidative stress would be similar under either experimental condition (Bray and Taylor 1993; Baynes

and Thorpe 1999).

In conclusion, our data indicate that very different nutritional inadequacies, protein deprivation and
overfeeding, during a critical pre-natal/perinatal period of development in the male rat result in
oxidative damage in the renal cortex. The oxidative damage is accompanied by significant alterations
in renal morphology and increased deposition of glomerular collagen within only one week after
weaning. We suggest that the early changes in renal form and function could persist into adulthood
and predispose individuals suffering from perinatal malnutrition to the development of renal and

kidney-associated diseases.
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Figure captions

Fig 1. Graphical abstract: Diagram represents the experimental designs and main findings of the

study.

Fig 2. Body weight: Differences in body weight during early development (14, 21 and 30 days
of life) in male offspring of mothers were fed with either a normal protein diet or a low protein
diet (left); male rats receiving normal nutrition vs overnutrition during early development
(right) Data presented as mean + SEM. *p=<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Fig 3. Renal corpuscle morphology: Images of renal corpuscles from male rats with normal
protein mothers, or low protein mothers, and of male rats that were normally fed or
overnourished during early development. Hematoxylin & eosin stain (A) and picosirius red stain
(D). B) Bar graphs of measurements of renal corpuscular and glomerular tuft area as described
in Materials and Methods; C) Number of nuclei per glomerulus. E) Bar graphs of the percentage
of collagen in glomerulus in each group. Data were analyzed by light microscopy x400, and
bars represent the mean + SEM. *p=<0.05; **p=<0.01; ***p=<0.001.

Fig 4. Oxidative stress biomarkers in the renal cortex: Bar graphs of lipid peroxidation
measured by MDA, and protein oxidation measured by carbonyl in male offspring of normal
protein vs low protein mothers; or normally fed vs overnourished neonates. Data presented as

mean+SEM. *p=<0.05; **p=<0.01.

Fig 5. Enzymatic and non-enzymatic antioxidant capacity in the renal cortex: Bar graphs
enzymatic activities in male offspring of mothers fed with normal protein vs low protein; or
male rats normally fed vs overnourished during the neonatal period. A) Superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), and Glutathione-S-Transferase (GST) activities; B) GSH; C) Thiol

content. Data presented as mean = SEM. *p<0.05. **p=<0.01; ***p<0.001.
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Figure 2. Body weight: Differences in body weight during early development (14, 21 and 30
days of life) in male offspring of mothers were fed with either a normal protein diet or a low
protein diet (left); male rats receiving normal nutrition vs overnutrition during early
development (right) Data presented as mean £ SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

102x54mm (300 x 300 DPI)

IN manuscript is the accepted manuscript prior to copy editing and page composition. It may differ from the final official version of record.

Appl. Physiol. Nutr. Metab. Downloaded from www.nrcresearchpress.com by Det Kongelige Bibliotek: Nationalbibliotek og Kbenhavns Universitetsbibliotek on 07/30/18

For personal use only. This Just:



Page 25 of 27

EZ] Normoprotein
O Low-protein
[ Normal fed
Il Overnourished

o

% Collagen in glomerulus

Figure 3. Renal corpuscle morphology: Images of renal corpuscles from male rats with normal
protein mothers, or low protein mothers, and of male rats that were normally fed or
overnourished during early development. Hematoxylin & eosin stain (A) and picosirius red
stain (D). B) Bar graphs of measurements of renal corpuscular and glomerular tuft area as
described in Materials and Methods; C) Number of nuclei per glomerulus. E) Bar graphs of the
percentage of collagen in glomerulus in each group. Data were analyzed by light microscopy
%400, and bars represent the mean + SEM. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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5 CONCLUSOES

Nossos dados sugerem que o insulto nutricional, seja ela por restricdo no contetdo de
proteinas ou pelo excesso de nutrientes no periodo critico do desenvolvimento, provoca
alteracdes nas estruturas glomerulares renais. De acordo com nossos dados, sugerimos que tais
alteracdes ocorram devido ao aumento no estresse oxidativo do cértex renal, o que pode ser o
mecanismo fisiopatoldgico para o surgimento de doencas renais e cardiovasculares na vida

adulta.
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