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RESUMO

Estudos experimentais € em humanos demonstram que alteragdes no ambiente
intrauterino podem programar doencas na vida adulta da progénie. Sendo assim, este
trabalho teve como objetivo avaliar as possiveis alteracdes renais na prole adulta de ratas
Wistar expostas a dieta hiperlipidica, com diferentes teores de lipideos, durante a gestagdo
e lactagcdo. Para isso, foram utilizados ratos Wistar machos e fémeas para acasalamento.
Uma vez gravidas, as ratas e seus filhotes fémeas de 120 dias foram divididos nos grupos:
1) Controle - C: filhotes (n=10) de maes que receberam dieta comercial (3,5% de
lipideos); 2) Experimental 1 — E1: filhotes (n=10) de maes que receberam dieta
hiperlipidica com 28% de lipideos; 3) Experimental 2: filhotes (n=10) de maes que
receberam dieta hiperlipidica com 40% de lipideos. Foram avaliados parametros
maternos como consumos hidrico, alimentar, calérico diario e de macronutrientes e
variacdo de peso corporal na gestacdo; e parametros da prole como determina¢do da taxa
de filtracdo glomerular (TFG), excrecdo urinaria de proteinas (EUP), niveis plasmaticos
de triglicerideos (TG), colesterol total (CT) e glicemia e coleta dos rins para quantificagdo
de colageno cortical e estudos morfométricos e imunohistoquimicos. Ja as ratas de El
ingeriram mais calorias que os demais grupos e, juntamente com as maes de E2,
consumiram mais lipideos. A porcentagem de colageno total e de colageno tipo I foi maior
nos grupos experimentais, principalmente em EI, e a porcentagem de colageno tipo III
foi maior em E2. Os animais de E2 apresentaram maior nimero de células em proliferagao
no compartimento tubulointersticial (TBI) renal e juntamente com os de E1 tiveram maior
expressdo de alfa-actina glomerular, que foi mais evidente em El, assim como a
expressao TBI. Os 2 grupos experimentais, principalmente E1, também apresentaram
maior expressdo glomerular de desmina. Nao houve diferencas significativas entre os
grupos nos estudos morfométricos, nem nos niveis plasmaticos de CT e TG e glicemia,
mas os animais de E1 apresentaram reducdo da TFG. O consumo materno de dietas
hiperlipidicas, durante a gestacdo e lactacdo, pode programar alteragdes renais
importantes na prole adulta de ratas Wistar, mas de magnitude e tipo diferentes,

dependendo do teor de lipideos da dieta.

Palavras-chave: dieta hiperlipidica materna, prole adulta, rins, ratas Wistar.



ABSTRACT

Experimental and human studies demonstrate that changes in the intrauterine
environment can program diseases in the adult life of the progeny. Thus, this study aimed
to evaluate possible renal changes in the adult offspring from Wistar rats exposed to a
high-fat diet, with different levels of lipids, during pregnancy and lactation. For this, male
and female Wistar rats were used for mating. Once pregnant, the rats and their 120-day
old female pups were divided into groups: 1) Control - C: pups (n = 10) from dams who
received a commercial diet (3.5% lipids); 2) Experimental 1 - E1: pups (n = 10) from
dams who received a high-fat diet with 28% lipids; 3) Experimental 2: pups (n = 10)
from dams who received a high fat diet with 40% lipids. Maternal parameters were
evaluated, such as water, food, daily caloric and macronutrient consumption and body
weight variation during pregnancy; and offspring parameters such as determination of
glomerular filtration rate (GFR), urinary protein excretion (EUP), plasma triglyceride
levels (TG), total cholesterol (TC) and blood glucose and kidney collection for
quantification of cortical collagen and morphometric and immunohistochemistry studies.
E2 dams consumed less food than E1 , in addition to less carbohydrates and proteins. The
E1 dams consumed more calories than the other groups and, together with the E2 dams,
consumed more lipids. The percentage of total collagen and type I collagen was higher in
the experimental groups, mainly in E1, and the percentage of type III collagen was higher
in E2. The animals from E2 showed a greater number of proliferating cells in the renal
tubulointerstitial compartment (TBI) and, together with those of El, they had greater
expression of glomerular alpha-actin, which was more evident in El, as well as the
expression of TBI. The experimental groups, mainly E1, also showed greater glomerular
expression of desmin. There were no significant differences between the groups in the
morphometric studies, nor in the plasma levels of CT and TG and glycemia, but the E1
animals showed a reduction in GFR. Maternal consumption of high-fat diets, during
pregnancy and lactation, can schedule important renal changes in the adult offspring of
Wistar rats, but of different magnitude and type, depending on the lipid content of the
diet.

Keywords: maternal hyperlipidic diet, adult offspring, kidneys, Wistar rats.
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1) INTRODUCAO:

1.1. Obesidade

A obesidade é caracterizada por um actimulo excessivo de tecido adiposo corporal
e resulta em uma série de eventos fisiopatoldgicos que podem prejudicar a saide do
individuo. Tal condi¢do € considerada um dos principais fatores de risco para o
desenvolvimento de sindrome metabdlica, além de estar intimamente relacionada a
alteracdes fisiopatoldgicas nos sistemas cardiovascular, renal e endécrino (AL-GOBLAN
et al., 2014; HALL et al., 2015). Segundo dados da Organizacdo Mundial de Satude —
OMS, em 2014 cerca de 11% da populacdo masculina e 15% da populacdo feminina
acima de 18 anos eram obesas e que no ano de 2013, 42 milhdes de criangas com idade
abaixo de 5 anos estavam em condi¢cdo de sobrepeso. De acordo com a pesquisa de
Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas Croénicas por Inquérito
Telefonico (Vigitel) de 2018, a taxa de obesidade brasileira passou de 11,8% para 19,8%,
entre 2006 e 2018, representando um aumento percentual de 67%.

Segundo dados das Diretrizes Brasileiras de Obesidade - DBO (2016), a etiologia
da obesidade € complexa e multifatorial, resultando da interacdo de genes, ambiente,
estilos de vida e fatores emocionais. Em relacdo a influéncia genética, a obesidade tem
heranca poligénica, pois nem todos os individuos ganham a mesma quantidade de peso
quando expostos a dietas hipercaléricas. O ambiente moderno € um potente estimulo para
a obesidade, a diminuicao de atividade fisica e o aumento da ingestdo caldrica sdo fatores
determinantes mais potentes para o desenvolvimento de sobrepeso na populacdo. Nas
ultimas décadas, a populagdo tem aumentado o consumo de alimentos com alta densidade
caldrica, alta palatabilidade, baixo poder de saciedade e de facil absor¢ao e digestao. Estas
caracteristicas favorecem o aumento da ingestao alimentar e, portanto, contribuem para o
desequilibrio energético. Mudancas socio-comportamentais da populagdao também estao
implicadas no aumento da ingestdao alimentar e portanto, no aparecimento da obesidade,
como a diminui¢ao do ndmero de refei¢des realizadas em casa e o aumento compensatorio
da alimentacdo em redes de fast food contribuem para o aumento do contetdo calérico de
cada refeicao.

Além disso, sabe-se que fatores emocionais podem estar intimamente
relacionados com o desenvolvimento da obesidade. Estresse, depressao, nervosismo e o

habito de se alimentar quando problemas emocionais estdo presentes si0 comuns em
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pacientes com sobrepeso ou obesidade, sugerindo uma relagdo entre estresse, compulsio

por comida palatavel, transtorno de compulsdo alimentar e obesidade (DBO , 2016).

1.2. Obesidade, consumo de dietas ricas em gorduras e funcao renal

Sabe-se que a obesidade pode estar relacionada a doengas, especialmente Diabetes
Mellitus e hipertensdo, pelo fato de estarem associadas ao aumento de inflamagdo
sist€émica de baixo grau, podendo contribuir para quadros de lesdao renal e doengas
cardiovasculares (HOSSAIN et al., 2007; KANEKO, et al. 2011). Hall e colaboradores
(2014) demonstraram que o rapido aumento de peso ponderal em animais experimentais
pode ocasionar hiperfiltracdo glomerular, que em longo prazo, pode resultar em
diminui¢do de Taxa de Filtragao Glomerular (TFG), devido a possivel perda de nefros
funcionantes no decorrer do processo.

O consumo de dietas ricas em gorduras por camundongos pode induzir vérias
alteracdes metabdlicas, como obesidade, hiperglicemia, perfil lipidico anormal, que s@o
muito similares ao que é observado em pacientes com sindrome metabdlica. Além disso,
foram observados varios tipos de lesdes renais, como lesdes glomerulares e
tubulointersticiais (JIANG et al; 2005a; KUME et al; 2007; WEI et al; 2004).

No mesmo sentido, pacientes portadores de sindrome metabdlica, podem
apresentar maior risco de desenvolvimento de doenca renal cronica, devido a varios
fatores ligados intimamente a esta sindrome, sendo um deles a dislipidemia, ocasionada
por dietas ricas em colesterol (CHEN et al; 2004; KURELLA et al; 2005; NINOMIY A et
al; 2006; PALANIAPPAN et al; 2003).

Deji e colaboradores (2009) observaram em camundongos C57BL/6 que a dieta
rica em gorduras (60% de lipideos) por 12 semanas provocou anormalidades metabolicas
sist€émicas, como aumento no peso corporal, pressado arterial sistdlica, insulina plasmaética,
glicemia, triglicerideos e lesdes renais como albumintiria, além do aumento da 4rea do
tufo glomerular e expansdo mesangial. Outras alteragdes fisiopatoldgicas renais
encontradas foram: acimulo de lipideos nos rins (lipotoxicidade), aumento de coldgeno
tipo IV nos glomérulos, infiltracdo de macrofagos na medula renal e desregulacdo do

metabolismo de sddio.
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1.3) Possiveis mecanismos envolvidos no dano renal resultante do consumo de dietas
hiperlipidicas

Os fatores que relacionam metabolismo lipidico alterado e a ocorréncia de lesdo
renal ainda nao estdo totalmente estabelecidos (KUME et al; 2007), mas a elucidacdo
desses mecanismos faz-se necessdria para o aperfeicoamento de estratégias terapéuticas
contra este tipo de lesdo (JIANG et al; 2005).

Alguns estudos mostram que a dieta hiperlipidica associada a uma ingestao
excessiva de calorias, contribua para o desenvolvimento da sindrome metabdlica, e como
consequéncia, acimulo de lipideos nos rins. Sabe-se que lesdes glomerulares e
tubulointersticiais associadas com glomerulopatias cronicas, sindrome nefrética, dano
renal cronico, obesidade associada a doenca renal e nefroesclerose com o processo de
envelhecimento sdo ocasionados pelo acumulo de lipideos renais (KIM et al; 2009;
ABRASS, 2004; PINHAL et al; 2013; JIANG et al; 2005). Esse acimulo pode ocasionar
lesdo celular tubular renal; fibrose tubulointersticial; lesdo de poddcitos; esclerose
mesangial e alteracOes estruturais glomerulares, culminando em proteintria,
glomerulonefrite e, consequentemente, doenca renal cronica (NOSADINI et al ; 2011;
TAKABATAKE et al ; 2017; ABRASS ,2004; KEANE, 2000; ZHOU et al; 2016;
BOBULESCU, 2010).

Hé evidéncias de que o desequilibrio entre a lipogénese e a lipdlise nos tecidos
contribua para o acimulo de lipideos locais e alteragdes fisiopatologicas subsequentes.
Além disso, pode-se fazer uma associacdo importante entre o acimulo de lipideos nos
rins e mediadores pré-inflamatérios renais, como interleucina -1(IL-1), interleucina - 6
(IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF — o) (MARTINS et al ; 2015).

Estudos experimentais confirmam a relacdo entre excesso de lipideos e prejuizos
renais. Muller e colaboradores (2019) observaram que ratos Wistar adultos jovens,
submetidos a dieta rica em lipideos e observados por 8 semanas, apresentaram diminui¢ao
da TFG. A anélise histol6gica mostrou retragdo glomerular e aumento da deposicdo de
lipideos renais e, ainda, um aumento de citocinas pré-inflamatérias, como IL-6 e IL-1b,
sem alterar a citocina anti-inflamatéria IL-10. Esses danos podem estar associados a um
risco maior de desenvolvimento de doenca renal cronica na idade adulta, sugerindo que a
redugdo da ingestdo de uma dieta rica em lipideos durante as fases iniciais da vida possa
prevenir possiveis distirbios metabdlicos e lipotoxicidade renal.

Além da lipotoxicidade renal, o consumo de dieta hiperlipidica parece estar

relacionado a disfuncao endotelial e hipertensao, sendo ambos induzidos por aumento de
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estresse oxidativo, em resposta a um processo inflamatério exacerbado, que prejudica a
integridade da barreira de filtragdo, resultando em lesdo renal (KNIGHT et al; 2008;
PINHAL et al; 2013; EBENEZER et al; 2009).

1.4. Programacao fetal e dietas hiperlipidicas

Sabe-se que a exposi¢do de fetos a agentes ou doengas maternas durante o periodo
de organogénese possa comprometer sua satde na vida adulta, conceito que ficou
conhecido como programacao fetal (fetal programming). Este termo foi criado por Hales
e Barker em 2001 e demonstra que a necessidade de adaptacdao do feto a um ambiente
intrauterino hostil pode resultar em mudangas fisioldgicas permanentes para o individuo
na vida adulta, que ocorrem devido a plasticidade celular que existe na fase de
organogénese do desenvolvimento fetal (LANGLE-EVANS, 2014; NEHIRI et al., 2008).

A programacao fetal relacionada a oferta calorica e/ou de nutrientes a prole pode
ser obtida por dois modelos: insuficiéncia placentaria com a ligag@o da artéria uterina ou
manipulacdo dietética (restricdo caldrica global, restricdo proteica, restricdo de
micronutrientes, dieta hiperlipidica, dieta rica em carboidratos, entre outras)
(ARMITAGE et al., 2004; NUSKEN et al., 2011, RAO et al., 2012). Quando é realizada
a ligacdo da artéria uterina, em ratos Wistar, acontece a programacio da resisténcia a
insulina, resisténcia a leptina, aumento dos triglicerideos circulantes e da adiposidade
global no inicio da vida adulta em até 10 semanas de idade. Em contrapartida, quando a
programacdo acontece devido a manipulacdo dietética, esses eventos acontecem mais
tardiamente nos animais, com excec¢ao da hipertensdo arterial que aparece mais cedo em
animais submetidos a restricdo alimentar do que aqueles expostos a insuficiéncia
placentaria (NUSKEN et al., 2011).

Virios sdo os modelos animais usados para se estudar obesidade e sindrome
metabolica a partir de programacao fetal. O tratamento prolongado de roedores com dieta
hiperlipidica/hipercalérica pode levar a um aumento de 10-20% no peso corporal destes
animais em comparacdo aos controles (BUETTNER; SCHOLMERICH &
BOLLHEIMER, 2007).

Alguns estudos atestam o fato de que a obesidade durante a gravidez aumenta o
risco de desenvolvimento de diabetes gestacional e pré-eclampsia, além de sérias
complica¢des no periodo de parto e pds-natal. Dessa forma, existem evidéncias que
comprovam que a programagdo fetal desempenha um papel na regulacdo das

complicacdes metabdlicas, as quais a prole pode estar vulneravel. Assim, a obesidade
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materna em longo prazo, pode ocasionar efeitos adversos na composi¢do corporal,
metabolismo, resisténcia insulinica e dislipidemia (HESLEHURST et al, 2010; NOHR et
al, 2008; DEARDEN et al, 2018; WANKHADE et al, 2016).

Ha indicios de que a programacdo fetal possa interferir no desenvolvimento da
prole, desde a pré-concepcdo, gestacdo precoce e gestacdo tardia, ocasionando efeitos
sobre a fisiologia e o desenvolvimento de 6rgdos da prole. Por exemplo, fetos removidos
de camundongos fémeas obesas (C57BL/6J) no 18° dia de gestagdo, apresentaram
aumento de gordura subcutinea com hipertrofia de adipdcitos e diminui¢do da expressdo
do gene para GLUT-4, sugerindo uma diminui¢do da sensibilidade insulinica fetal,
quando comparados com fetos obtidos de camundongos C57BL/6J magros
(ELLSWORTH et al, 2018; FALL et al, 2019; MURABAYASHI et al, 2013).
Samuelsson e colaboradores (2008) mostraram que camundongos fémeas C57BL/6J,
mantidas com dieta hiperlipidica por 6 semanas antes do acasalamento e durante a
lactagdo, tiveram filhotes com aumento da ingestao de ragao, adiposidade, hipertensao e
resisténcia a insulina em comparacao com camundongos C57BL/6J controle, nascidos de
fémeas que foram mantidas com dieta normolipidica.

Outro estudo mostrou que filhotes de camundongos fémeas C57BL/6J expostas a
dieta hiperlipidica, apenas durante a gestacdo e que permaneceram com dieta padrdao
(normolipidica), apresentaram aumento de peso corporal, hiperglicemia, hipertensao,
esteatose hepatica e resisténcia insulinica, quando comparados a prole nascida de
camundongos C57BL/6J expostos a dieta padrao (LIANG et al, 2009; ELAHI et al, 2009).

A exposicdo a dieta hiperlipidica, em momentos diferentes, pode ocasionar
fendtipos alterados na prole, dependendo de quais células e tecidos estdo se
desenvolvendo naquele estagio de desenvolvimento. A disfun¢do do tecido adiposo tem
varios efeitos fisiologicos, de forma que altos niveis de 4cidos graxos livres liberados do
tecido adiposo visceral durante a exposi¢ao a dieta hiperlipidica, sdo responsaveis por
uma resposta aguda inflamatéria na prole, que se estende até restaurar a homeostase
metabolica, com a acdo do recrutamento de células do sistema imune, ativando citocinas
e adipocinas (KOTAS et al, 2015; MORRIS et al, 2013). Os impactos da obesidade materna
ou do consumo de dietas hiperlipidicas durante a gestacdo e amamentacdo para a prole
vao além dos mencionados até o momento, ha evidéncias também de comprometimento
renal. Glastras e colaboradores (2015) demonstraram que a prole de maes obesas de
camundongos C57BL/6 alimentadas com dieta hiperlipidica (43% de lipideos) durante 6

semanas, antes do acasalamento e durante toda a gestagdo e lactacdo, apresentou
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tolerancia a glicose diminuida e alteragdes no metabolismo lipidico no 20° dia de vida.
Além disso, os filhotes apresentaram acimulo de lipideos no cértex renal, inflamagao e
marcadores fibrdticos precoces nos rins ao nascimento.

Dentro desta perspectiva, Chang e colaboradores (2019) propuseram um estudo
onde se pretendia investigar os efeitos da programacdo materno-fetal com dieta
hiperlipidica durante a pré-concepcao e o periodo pré-concepgdo/gestacdo, avaliando a
adiposidade e inflamacdo do tecido adiposo na prole de camundongos C57BL/6J. A prole
do grupo pré-concep¢do obteve maior ganho de peso corporal, com maior tecido adiposo
subcutaneo e maior massa hepatica. J4 a prole do grupo pré-concepcio/gestacido
apresentou piora na tolerancia a glicose e aumento de macréfagos, confirmando que os
efeitos da programacdo materno-fetal em diferentes estagios de desenvolvimento podem
influenciar diferentemente no fenétipo da prole.

Existem estudos experimentais € em humanos mostrando que o consumo de dieta
hiperlipidica, durante a gestacdo e amamentacdo, pode programar distirbios renais na
progénie. Trabalhos anteriores do laboratério mostraram que filhotes fémeas de 30 dias
de maes que receberam dietas com 28 e 40% de lipideos, apresentaram menor peso que
as do grupo controle e as de 90 dias do grupo 28% tiveram redu¢do da TFG e aumento de
pressao arterial sistélica, enquanto que as do grupo 40% tiveram hiperfiltracao, além de
aumento na excrecdo de proteinas urindrias, embora o peso corporal ndo tenha sido
diferente entre os grupos nesta idade. Ou seja, o aumento no teor de lipideos na dieta
materna ndo agravou as alteracdes renais apresentadas pela prole, mas teve repercussoes
diferentes, mesmo sem ter provocado obesidade nas maes. Sendo assim, o presente
trabalho se propds a acompanhar esses filhotes fémeas por mais tempo, cerca de 120 dias
de idade, para avaliar se o fator tempo também alteraria a magnitude/tipo dessas
alteracoes, além de detalha-las do ponto de vista funcional, morfolégico,
imunohistoquimico e morfométrico.

Estudos como o proposto sdo importantes para compreensdo dos mecanismos
envolvidos nos disturbios renais apresentados por individuos adultos, que podem ter sido
programados no ambiente intrauterino, com vistas a contribuir com possiveis estratégias
terapéuticas para esse tipo de paciente e conscientizar gestantes sobre a importancia da
adogdo de dieta adequada, do ponto vista calérico, privilegiando a propor¢ao adequada

entre 0s macronutrientes.
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2) OBJETIVOS:

2.2) OBJETIVO GERAL:

Avaliar as possiveis alteracdes renais na prole adulta de ratas Wistar expostas a

dieta hiperlipidica, com diferentes teores de lipideos, durante a gestacdo e lactacdo.

2.3) OBJETIVOS ESPECIFICOS:

v Avaliar parAmetros maternos durante a gestagdo, como ganho de peso e
consumos de ragdo, hidrico; calérico e dos macronutrientes: carboidratos,
proteinas e lipideos, dos grupos Controle, Experimental 1 (dieta

hiperlipidica - 28%) e Experimental 2 (dieta hiperlipidica — 40%).

v’ Avaliar parAmetros gerais na prole, como: peso corporal, peso relativo
renal, taxa de filtracdo glomerular (TFG), excrecdo urinéria de proteina
(EUP), niveis plasmaticos de colesterol total, triglicerideos e glicemia dos
filhotes de 120 dias dos grupos Controle, Experimental 1 (dieta

hiperlipidica - 28%) e Experimental 2 (dieta hiperlipidica — 40%).

v’ Analisar parAmetros renais especificos da prole, como: a porcentagem de
colageno cortical total, coldgeno cortical tipo 1 e colageno cortical tipo 3;
expressdo de alfa-actina, desmina e células em proliferacio (PCNA —
Proliferating Cell Nuclear Antigen), além de determinar as 4reas dos
corpusculos renais, tufos glomerulares e espagos capsulares dos filhotes
de 120 dias dos grupos Controle, Experimental 1 (dieta hiperlipidica -
28%) e Experimental 2 (dieta hiperlipidica — 40%).

v" Correlacionar os efeitos de dietas maternas com diferentes teores de
lipideos para as maes, durante a gestacdo, e para a prole adulta de ratas

Wistar.
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3) MATERIAL E METODOS:

Todos os protocolos experimentais necessarios para o desenvolvimento deste
trabalho foram aprovados pela Comissdo de Etica na Utilizacdo de Animais sob o

protocolo CEUA/UFU n° 054/18 de 29 de agosto de 2018 (ANEXO).

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos (350g) e fémeas (180g) provenientes do da
Rede de Biotérios de Roedores da Universidade Federal de Uberlandia (REBIR-UFU).
Os animais foram separados por sexo e mantidos em caixas, de polipropileno grandes
(dimensdes CxLxA: 41x34x16cm) com maravalha, distribuidas em estantes, em salas
com temperatura controlada, ciclo claro-escuro de 12 horas e com dgua e ragdo ad libitum,
no depositério de animais localizado no Departamento de Fisiologia (DEFIS) do Instituto
de Ciéncias Biomédicas (ICBIM) da UFU. Os machos (n=15) foram mantidos
individualmente em suas caixas para reconhecimento de territorio e diariamente, ao final
da tarde, as fémeas (n=33) foram colocadas nas caixas dos machos na proporcao de 2 a 3
fémeas para cada macho. No inicio da manha do dia seguinte, foi realizado o esfregaco
vaginal para detec¢do de uma possivel gravidez, pela presenca de espermatozoides no
esfregaco. Uma vez gravidas, as fémeas foram colocadas em caixas individuais
(dimensdes CxLxA: 30x19x13cm) e apds o nascimento, seus filhotes fémeas foram
divididos nos seguintes grupos:

- Controle - C: filhotes (n=10) de maes (n=7) que receberam dieta comercial durante a
gestacao e lactacdo;

- Experimental 1 - E1: filhotes (n=10) de maes (n=8) que receberam dieta hiperlipidica
com teor de 28% de lipideos, durante a gestacao e lactacao.

- Experimental 2 - E2: filhotes (n=10) de maes (n=8) que receberam dieta hiperlipidica
com teor de 40% de lipideos, durante a gestacao e lactagdo.

Durante o tratamento com as respectivas dietas foram acompanhados parametros
maternos como: consumo médio diario de rag@o e liquido por 5 dias consecutivos, bem
como a variagdo de peso corporal ao longo dos 21 dias de gestagdo. As maes e,
posteriormente, os filhotes foram mantidos com agua e racdo ad libitum. Apds o
desmame, os filhotes foram mantidos com ra¢do comercial.

O consumo médio diario de racdo pelas ratas gravidas foi acompanhado durante

cinco dias, a partir do 8° dia de gestacdo. Para isso, a ragao foi pesada e o volume de
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liquidos foi avaliado por meio de uma proveta inicialmente (no dia 0) e todos os dias, no
mesmo horario, durante os cinco dias de avaliacdo, a racdo era pesada e o volume de
liquido avaliado, sendo a diferenca da primeira e da segunda avaliagdes, a quantidade de
racdo e liquidos, respectivamente, ingeridos pelos animais. Através de célculos
nutricionais foram feitas estimativas sobre o consumo de macronutrientes: carboidratos,
proteinas e lipideos, levando-se em considera¢do a quantidade de rag@o ingerida € a
composi¢do de cada uma das dietas. A andlise da variacdo de peso corporal durante a

gestacdo foi realizada pesando-se as ratas no 1° e no 20° dia de gravidez.

3.2 Composicao das Racoes

A ra¢do normolipidica consistiu em racao comercial (Nuvilab) para ratos contendo
por peso: 19% de proteinas, 56% de carboidratos e 3,5% de lipideos, totalizando
4,068kcal/g (17,03KJ/g). Ja a racao hiperlipidica 28% consistiu na adi¢do de alimentos
hipercal6ricos a 65g de racdo comercial (Nuvilab) na seguinte proporcao: 12g de
amendoim torrado, 4g de chocolate ao leite, 2g de biscoito maisena e 17g de banha de
porco, de modo que a composi¢do centesimal dessa racdo foi de 15% de proteinas, 42%
de carboidratos, 28% de lipideos, totalizando 5,25kcal/g (21,96 KJ/g) (adaptado de
DUARTE et al, 2006). Enquanto a racdo hiperlipidica 40% continha os mesmos
ingredientes que foram adicionados a racdo 28%, mas em proporc¢des diferenciadas.
Foram adicionados a 48g de racdo comercial (Nuvilab), 18g de amendoim torrado, 5g de
chocolate ao leite, 3g de biscoito maisena e 26g de banha de porco. Estes ingredientes
foram moidos, misturados e oferecidos na forma de peletes, contendo por peso: 14% de

proteinas, 35% carboidratos e 40% de lipideos, totalizando 5,83 kcal/g (24,39 KJ/g).

3.3 Testes Funcionais

Os estudos de funcdo renal foram feitos nos animais de 120 dias pelo clearance
de creatinina. Os filhotes fémeas foram colocados em gaiolas metabolicas durante 24
horas para adaptacdao. Em seguida, permaneceram por mais 24 horas para a coleta de
urina, quando também foi coletada uma amostra de sangue. Para determinagdo do
clearance de creatinina e consequentemente da Taxa de Filtracio Glomerular (TFG), a
dosagem de creatinina urindria e plasmatica foi feita utilizando-se método colorimétrico
(YAN et al, 2014).

A Excre¢ao Urinaria de Proteina foi determinada por colorimetria nos animais de

120 dias com o auxilio do vermelho de pirogalol (Labtest). Esta substancia reage com o
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molibdato de sédio formando um complexo que, quando combinado com a proteina em
meio dcido desenvolve um croméforo de cor azul. A absorbancia obtida pela leitura das
amostras em espectrofotometro € diretamente proporcional a concentragdo de proteina na

amostra (MORAIS et al, 2018).

3.4 Coleta dos rins

ApOs os estudos funcionais, os animais foram devidamente anestesiados com
halotano (Cristdlia) e tiveram os rins coletados para a realizagdo das andlises
morfométricas e de imunohistoquimica e para quantificacdo de coldgeno cortical. Os
animais foram pesados antes da coleta, assim como os rins, posteriormente. Os rins foram
fixados em metacarn por 24 horas e, posteriormente, lavados em alcool 70%. Em seguida,
os rins foram processados e incluidos em parafina para a realizag¢do de cortes de 4 um de

espessura com auxilio de um micrétomo.

3.5 Estudos morfométricos e quantificacao de colageno

Os cortes foram corados com Picrosirius Red para quantificacdo de coldgeno
cortical total e realizacdo dos estudos morfométricos.

A combinagdo da coloragdo com Picrosirius red e a luz polarizada fornece uma
ferramenta poderosa para a andlise estrutural do colageno (RICH; WHITTAKER, 2005).
As fibras de coldgeno mais espessas, fortemente birrefringentes que apresentam-se
coradas em amarelo ou vermelho, representam o coldgeno tipo I, enquanto as fibras mais
finas e dispersas, fracamente birrefringentes, apresentam-se coradas em verde,
representando o colageno tipo III (MONTES; JUNQUEIRA; 1991).

Para a quantificacdo do colageno total e dos colidgenos corticais dos tipos I e I,
laminas coradas com Picrosirius red foram observadas em microscépio Nikon equipado
com filtro de polarizacdo. Foram analisados 20 campos histologicos aleatérios de rim de
cada animal, com ampliacdo de 200 vezes. Todas as imagens foram analisadas no
programa Image J, e os valores obtidos foram expressos como porcentagem de area
marcada.

A morfometria foi realizada determinando-se as medidas das é4reas totais dos
corpusculos renais, dos tufos glomerulares e dos espacos capsulares de 20 glomérulos
aleatdrios/lamina de cada animal capturados no aumento de 10x com o auxilio de um
microscopio Olympus do Laboratério de Registro de Imagens Histologicas da

Universidade Federal de Uberlandia (UFU), acoplado a uma video-camera, que transmitia
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as informagdes para o computador. A quantificacdo das areas supracitadas foi realizada

no programa HL Image++97 (Western Vision, Salt Lake City, UT, USA).

3.6 Estudos imunohistoquimicos

Para as imunorreacdes, os cortes foram incubados com os anticorpos primarios
monoclonais anti-o-SMA (1:1000 - DAKO Corporation) overnight a 4°C, anti-PCNA
(1:1000 - Sigma Chemical Company) durante 30 minutos em temperatura ambiente, e
anti-desmina (1:100 - DAKO Corporation) durante 60 minutos em temperatura ambiente.

Em seguida, os cortes foram submetidos a uma nova incubagdo, agora com
anticorpo secundario anti-IgG de camundongo (1:200 — monoclonal - Vector
Laboratories) durante 30 minutos em temperatura ambiente. A reagdo foi detectada com
o sistema avidina-biotina peroxidase (Vector Laboratories), sendo que a adicao de 3,3
diaminobenzidina (DAB) (Sigma Chemical Company) juntamente com perdxido de
hidrogénio permitiu o desenvolvimento de cor e a contracoloracdo foi feita com
metilgreen — verde de metila.

Foi utilizado também solug¢do tampao (PBS) com albumina sérica bovina (BSA -
Sigma Chemical Company) a 5% para diluir os anticorpos e, assim, bloquear ligacdes

inespecificas.

3.7 Avaliacao dos estudos imunohistoquimicos

A imunohistoquimica para os anticorpos anti-a-SMA e anti-desmina foi avaliada
analisando-se a porcentagem do glomérulo e/ou do compartimento tubulointersticial
(TBI) renal marcado, atribuindo-se um escore de 0 a 4. O escore 0 equivale em 0 a 5%
do campo marcado, o escore 1, entre 5 e 25%, o escore 2, entre 25 e 50%, o escore 3,
entre 50 e 75% e o escore 4, entre 75 ¢ 100% (KLIEM et al., 1996). J4 as reacdes de
PCNA foram analisadas pela contagem de células positivas por glomérulo ou
compartimento TBI renal. Foi determinado um escore ou nimero médio de células por
compartimento glomerular e TBI para cada animal, sendo que anélise foi realizada na

lamina inteira. Ambos os estudos foram realizados utilizando microscopia de luz.

3.8 Determinacao de lipidios séricos e glicemia
Os niveis séricos de colesterol total e de triglicerideos foram determinados por
método enzimatico-Trinder e avaliados nos filhotes fémeas de 120 dias, a partir da coleta

de sangue da cauda dos mesmos. Os ésteres de colesterol sdo hidrolisados pela enzima
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colesterol esterase a colesterol livre e 4cidos graxos. O colesterol livre € oxidado pela
enzima colesterol oxidase a colest-4-em-ona e per6xido de hidrogénio. Na presenca de
peroxidase e peroxido de hidrogénio, o fenol e a 4-aminoantipirina sdo oxidados
formando a antipirlquinonimina que tem absortividade maxima em 500nm. A intensidade
da cor vermelha formada na reagao final € diretamente proporcional a concentragao do
colesterol na amostra.

Ja para a determinacao dos triglicerideos, a lipoproteina lipase promove hidrolise
dos triglicerideos liberando glicerol, que é convertido pela acdo da glicerolquinase, em
glicerol-3-fosfato. Este é oxidado a dihidroxiacetona e per6xido de hidrogénio na
presenca de glicerolfosfato oxidase. Em seguida, ocorre uma reacdo de acoplamento entre
peréxido de hidrogénio, 4-aminoantipirina e 4-clorofenol, catalisada pela enzima
peroxidase, produzindo uma quinoneimina que tem maximo de absorbancia em 505nm.
A intensidade da cor vermelha formada é diretamente proporcional a concentracdo dos
triglicerideos na amostra.

A glicemia ocasional foi avaliada por meio de uma gota de sangue obtida através
de um pequeno corte na cauda no animal e verificada com auxilio de um glicosimetro

Accu check active, Roche.

3.9 Analise Estatistica

A anélise estatistica foi realizada no software GraphPad Prism Version 5.00
(Trial). Primeiramente, verificou-se se os dados apresentaram ou ndo distribui¢cdo normal
com os testes de Kolmogorov-Smirnov, D ’Agostino e Pearson e Shapiro Wilk. Quando
foi constatada uma distribuicio normal dos dados analisados, utilizou-se um teste
paramétrico, caso contrario, utilizou-se um teste ndo-paramétrico. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05. Os testes utilizados para cada parametro estudado

sdo citados na legenda de cada grafico constante no item Resultados.

4) RESULTADOS:

Dados maternos
Com relagdo aos parametros maternos avaliados durante a gestacdo, ndo houve
diferencas entre os grupos para o ganho de peso, nem para o consumo de liquidos. No

entanto, no que diz respeito ao consumo alimentar, as maes de E2 consumiram
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quantitativamente menos ragcao que o grupo E1, além de menos carboidratos e proteinas,

quando comparadas as maes controles e de El. J4 as ratas gravidas expostas a dieta

hiperlipidica 28% (E1) apresentaram maior consumo caldrico diario que os demais

grupos e, juntamente com as maes de E2, consumiram mais lipideos em comparacio ao

grupo Controle (Tabela 1). Vale destacar que o consumo de macronutrientes foi avaliado

indiretamente, com o auxilio de calculos nutricionais, levando-se em consideracdo a

quantidade de racdo ingerida e a composi¢ao das ra¢des oferecidas aos animais.

Tabela 1. Pardmetros maternos avaliados durante a gestacdo nos grupos Controle,

Experimental 1 e Experimental 2.

Parametros maternos

Controle

Experimental 1

Experimental 2

Ganho de peso materno
Consumo de racao (g)
Consumo de liquido (mL)
Consumo calérico (Kcal/dia)
Consumo de carboidratos (g)
Consumo de proteinas (g)

Consumo de lipideos (g)

105,70£8,13

21,94 (19,93-23,06)

66,40+3,41

87,81+2,94

12,09+0,41

4,100,14

0,76+0,03

122,50+9,88
27,01 (20,17-29,40)
63,103,35
135,3049,09"*C***E2
10,80+0,73
3,98+0,27

7,24+0,49™C

122,20+12,81
16,93 (13,64-19,94)"E!
61,85+6,36
99,22+6,70
5,99+0,42"*C*El
2,30+0,16"C*El

6,83+0,48""C

Pardmetros maternos avaliados durante a gesta¢do dos grupos C (n=7), E1 (n=8), E2 (n=8). Ganho de peso,
consumos de liquido, calérico, de carboidratos, proteinas e lipideos: ANOV A com pés-teste de Tukey. Os
resultados representam a média = EPM. Consumo de ragdo: teste de Kruskall-Wallis com pés-teste de
Dunn. Os resultados representam a mediana com 1Q 75 e IQ 25. O nivel de significincia adotado foi de
p<0,05. ***C: p<0,001 versus Controle; ***E1: p<0,001 versus Experimental 1; **E1: p<0,01 versus
Experimental 1; ***E2: p<0,01 versus Experimental 2.



23

Dados da prole

Quanto aos parametros avaliados nos filhotes fémeas de 120 dias de idade, nao

houve diferengas entre os grupos para o peso corporal e peso relativo renal (Figura 1).

Figura 1. Graficos do peso corporal e peso relativo renal dos filhotes de 120 dias dos

grupos Controle, Experimental 1 e Experimental 2.
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Peso corporal e peso relativo renal dos filhotes de 120 dias dos grupos Controle, Experimental 1 e

Experimental 2. ANOVA com p6s-teste de Tukey. Os resultados representam a média = EPM. O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05.

Sabe-se da literatura, que o coldgeno é um componente da matriz extracelular que
se encontra aumentado em situagdes patoldgicas de lesdes renais. Sendo assim, os rins da
prole dos 3 grupos estudados foram coletados para quantificacio de colageno e realizacdo
de estudos imunohistoquimicos e morfométricos. A porcentagem de coldgeno total e de
colageno tipo I foram maiores nos grupos experimentais, mas esse aumento foi mais
evidente em E1 para o colageno total e em E2 para o colageno tipo I, que corresponde as
fibras coradas em vermelho. Ja a porcentagem de colageno tipo I1I, que corresponde as
fibras coradas em verde, foi mais expressiva no cortex renal de E1, todos em comparagdo
ao grupo controle (Figura 2).

Foram obtidas imagens das laminas coradas com Picrossirius Red, que no
microscopio de luz polarizada, evidenciam a presencga de coldgeno cortical total, colageno
cortical tipo I, mostrado em vermelha e tipo III, mostrado em verde, no cértex renal dos

animais dos grupos Controle, Experimental 1 e Experimental 2 (Figura 3).
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Figura 2. Graficos da porcentagem de colageno cortical total (A), coldgeno cortical tipo

1 (B) e colageno cortical tipo 3 (C) renal dos filhotes de 120 dias dos grupos Controle,
Experimental 1 e Experimental 2.
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Colageno cortical total (A), coldgeno tipo 1 (B) e coldgeno tipo 3 (C) renal dos filhotes de 120 dias dos
grupos Controle, Experimental 1 e Experimental 2. Coldgeno cortical total: ANOVA com pos-teste de
Tukey. Os resultados representam a média = EPM. Colageno cortical tipos I e III: Kruskal-Wallis com pds-
teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com IQ 75 e IQ 25. O nivel de significancia adotado
foi de p<0,05. ***C: p<0,001 versus Controle, **C: p<0,01 versus Controle; *C: p<0,05 versus Controle.
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Figura 3. Imagens das laminas coradas com Picrossirius Red para quantificacdo de
colageno cortical total renal em luz polarizada (A) e ndo polarizada (B) dos filhotes de
120 dias dos grupos Controle (A1, B1), Experimental 1 (A2, B2) e Experimental 2 (A3,
B3).

Os estudos imunohistoquimicos foram feitos utilizando-se anticorpos primarios
anti-PCNA, anti-alfa-actina e anti-desmina. O PCNA é um marcador de células em
proliferacdo, esse parametro nao foi diferente nos glomérulos entre os grupos estudados,
mas estava aumentado no compartimento TBI do cortex renal de E2, em comparagdo ao
grupo Controle (Figura 4). Foram obtidas imagens das laminas submetidas a
imunohistoquimica para PCNA, que mostram células em proliferacao no cértex renal dos

animais dos grupos Controle, Experimental 1 e Experimental 2 (Figura 5).
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A alfa-actina (SMA — smooth muscle actin) € uma proteina do citoesqueleto,
normalmente expressa na musculatura lisa de vasos. No entanto, em situagdes patolégicas
pode ser considerada um marcador de lesdo renal. A expressdao glomerular dessa proteina
foi maior nos 2 grupos experimentais, em relacio ao controle. Ja a expressao TBI estava
aumentada somente no grupo El, quando comparado aos demais grupos (Figura 6).
Foram obtidas imagens das laminas submetidas a imunohistoquimica para alfa-actina no
cortex renal dos grupos Controle, Experimental 1 e Experimental 2 (Figura 7).

A desmina foi quantificada somente no compartimento glomerular, por se tratar
de um importante marcador de lesao de poddcitos. Os poddcitos constituem o terceiro
componente da barreira de filtracdo, da qual também fazem parte o endotélio capilar e a
membrana basal. A expressdo de desmina estava aumentada nos glomérulos dos grupos
experimentais, mas esse aumento foi maior em El, quando comparado aos controles
(Figura 8). Foram obtidas imagens das laminas submetidas a imunohistoquimica para
desmina no cortex renal dos grupos Controle, Experimental 1 e Experimental 2 (Figura
9).

Os estudos morfométricos mostraram que ndo houve diferencas entre os grupos
para as areas dos corpusculos renais, dos tufos glomerulares e dos espacos capsulares
(Figura 10), mostrando que o consumo materno de dieta hiperlipidica nao interferiu na

arquitetura corpuscular renal da prole.
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Figura 4. Gréficos da quantificacdo de células em proliferacio (PCNA positivas)
glomerular (A) e TBI (B) do cortex renal dos filhotes de 120 dias dos grupos Controle,
Experimental 1 e Experimental 2.
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Quantificacao de células em proliferacao glomerular (A) e TBI (B) do cértex renal dos filhotes de 120 dias
dos grupos Controle, Experimental 1 e Experimental 2. PCNA Glomerular: ANOVA com poés-teste de
Tukey. Os resultados representam a média + EPM. PCNA TBI: teste de Kruskal-Wallis com pds-teste de
Dunn. Os resultados representam a mediana com IQ 75 e IQ 25. O nivel de significincia adotado foi de

p<0,05. *C: p<0,05 versus Controle.

Figura 5. Imagens das laminas usadas para quantificacdo de células em proliferacdao
(PCNA positivas) no cortex renal dos filhotes de 120 dias dos grupos Controle (A),
Experimental 1 (B) e Experimental 2 (C).
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Observar que o nimero de células em proliferacdo (seta preta) ¢ maior no compartimento TBI do cértex

renal do grupo Experimental 2 quando comparado ao Controle. Aumento de 40X.
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Figura 6. Grificos da quantificacido de alfa-actina glomerular (A) e TBI (B) no cortex
renal dos filhotes de 120 dias dos grupos Controle, Experimental 1 e Experimental 2.
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Quantificacdo da expressao de alfa-actina glomerular (A) e TBI do cértex renal dos filhotes de 120 dias dos
grupos Controle, Experimental 1 e Experimental 2. ANOVA com pds-teste de Tukey. Os resultados
representam a média = EPM. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. ***C: p<0,001 versus
Controle; *C: p<0,05 versus Controle; *E2: p<0,05 versus Experimental 2.

Figura 7. Imagens das laminas usadas para quantificacdo de alfa-actina glomerular (A) e
TBI (B) do cortex renal dos filhotes de 120 dias dos grupos Controle, Experimental 1 e
Experimental 2.
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Observar que a expressdo de alfa-actina é maior nos glomérulos do cértex renal dos filhotes de 120 dias
dos grupos experimentais, sendo mais evidente em El, e também no compartimento TBI do cértex renal
do grupo Experimental 1, ambos em relacdo ao Controle. Aumento de 40X.
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Figura 8. Grifico da quantificacdo de desmina glomerular no cortex renal dos filhotes de

120 dias dos grupos Controle, Experimental 1 e Experimental 2.
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Quantificacao da expressdo de desmina nos glomérulos do cortex renal dos filhotes de 120 dias dos grupos
Controle, Experimental 1 e Experimental 2. Teste de Kruskal-Wallis com p6s-teste de Dunn. Os resultados
representam a mediana com IQ 75 e IQ 25. O nivel de significincia adotado foi de p<0,05. *C: p<0,05
versus Controle.

Figura 9. Imagens das laminas usadas para quantificagdo de desmina glomerular do
cortex renal dos filhotes de 120 dias do cortex renal dos grupos Controle, Experimental 1
e Experimental 2.

Observar que a expressdo de desmina € maior nos glomérulos do cortex renal dos filhotes de 120 dias dos
grupos experimentais, quando comparados ao Controle, sendo o aumento mais evidente em E1. Aumento
de 40X.
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Figura 10. Gréficos das anélises das dreas do corpusculo renal (A), do tufo glomerular

(B) e do espago capsular (C) do cortex renal dos filhotes de 120 dias dos grupos Controle,
Experimental 1 e Experimental 2.
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Areas do corpusculo renal (A), tufo glomerular (B) e espaco capsular (C) do cortex renal dos filhotes de
120 dias dos grupos Controle, Experimental 1 e Experimental 2. Area do tufo glomerular: ANOVA com
pos-teste de Tukey. Os resultados representam a média + EPM. Areas do corptsculo renal e espaco
capsular: Teste de Kruskal-Wallis com pés-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com IQ 75
e IQ 25. O nivel de significancia adotado foi de p<0,05. ***C: p<0,001 versus Controle, **C: p<0,01 versus
Controle; *C: p<0,05 versus Controle.

No que diz respeito aos estudos funcionais, foram avaliados a TFG, pelo clearance
de creatinina, ¢ a EUP. Pode-se observar uma redu¢do na TFG no grupo El quando
comparado ao Controle. J4 em relacdo a EUP, embora ndo tenha sido registrada diferenca
significativa entre os grupos estudados, pode-se perceber uma tendéncia ao aumento em
El, em relag@o aos demais grupos (Figura 11). Com relagdo aos parametros metabdlicos:
niveis plasmaticos de colesterol total, triglicerideos e glicose, ndo houve diferencas entre

os grupos estudados (Tabela 2).
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Figura 11. Graficos da TFG (A) e EUP (B) dos filhotes de 120 dias dos grupos Controle,
Experimental 1 e Experimental 2.
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TFG (A) e EUP (B) dos filhotes de 120 dias dos grupos Controle, Experimental 1 e Experimental 2.
TFG: ANOVA com pés-teste de Tukey. Os resultados representam a média = EPM. EUP: teste de Kruskall-
Wallis com pés-teste de Dunn. Os resultados representam a mediana com IQ 75 e IQ 25 O nivel de
significancia adotado foi de p<0,05. *C: p<0,05 versus Controle.

Tabela 2. Parametros avaliados nos filhotes fémeas de 120 dias dos grupos Controle,

Experimental 1 e Experimental 2.

Parametros Controle Experimental 1 Experimental 2
Glicemia 102,90+£3,56 93,45+4,19 98,36%1,63
Colesterol total 59,18+3,90 54,77+2.86 65,60%6,19
Triglicerideos 72,20%4,10 69,29+5,85 80,40+5,07

Parametros avaliados nos filhotes fémeas de 120 dias dos grupos Controle, Experimental 1 e Experimental
2. ANOVA com pés-teste de Tukey. Os resultados representam a média = EPM. O nivel de significincia
adotado foi de p<0,05.
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5) DISCUSSAO:

Existem vérios estudos sobre modelos animais de programacao fetal que mostram
as repercussdes para a prole de distirbios enddcrinos maternos como diabetes e
hipotireoidismo, situagdes de estresse intenso, uso de determinados medicamentos e
dietas alteradas durante a gestacdo. Como dietas alteradas, a abordagem ¢ feita
restringindo-se proteina ou com excesso de carboidratos e/ou de lipideos na dieta materna,
estando essa tltima quase sempre associada a obesidade. O presente trabalho se propos a
estudar as repercussdes renais para a prole adulta de maes expostas a dietas hiperlipidicas,
com diferentes teores de lipideos (28 e 40%), durante a gestacdo e lactacdo, destacando
que a dieta normolipidica comercial para roedores contém 3,5% de lipideos.

Com relacdo aos dados maternos, as dietas utilizadas ndo foram capazes de
provocar obesidade nas maes, uma vez que ndo houve diferenga entre os grupos para o
ganho de peso durante a gestagado, fato que pode ser explicado pelo tempo com as dietas,
cerca de 21 dias de gestagdo, quando foi avaliado o peso das maes, e outros 21 dias de
lactagcdo, somando-se 42 dias. Observou-se que diante do aumento da oferta calorica, as
maes de E2 consumiram menos racao que as maes de E1 e essas ultimas, mais calorias
que os demais grupos, ja o consumo hidrico ndo foi diferente. Além disso, as maes de E2
ingeriram menos carboidratos e proteinas que as maes controles e de E2 e os 2 grupos
experimentais consumiram maior teor de lipideos. E importante destacar que as racdes
hiperlipidicas continham proporcionalmente menos carboidratos e proteinas e maior de
lipideos, em relacdo a racdo normolipidica comercial, embora ndo possam ser
consideradas dietas hipoglicidicas e hipoproteica. Diferentemente desses dados, Jackson
e colaboradores (2012) ofereceram dieta hiperlipidica (45%) e agua contendo 0,1g/mL de
frutose para ratas Sprague-Dawley por 6 semanas, antes do acasalamento e depois durante
toda a gestagdo e lactacdo, e observaram maior ganho de peso, maior ingestao de racdo e
maior consumo caldrico didrio nesse grupo, um dia apds o desmame da prole, em relagao
ao grupo que consumiu ra¢do comercial. J4 Hokke e colaboradores (2016), estudando os
efeitos de dieta hiperlipidica (21%) oferecidas as fémeas de camundongos C57BL6/J,
pelo mesmo tempo que o trabalho citado anteriormente, ndo constataram diferencas entre
os grupos para o ganho de peso materno, durante a gestacdo, embora as maes com dieta
hiperlipidica tenham consumido maior teor energético que as controles. No entanto, as

diferencas entre os trabalhos podem ser explicadas pela linhagem diferente de animais
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utilizados, tempo com a dieta hipercaldrica e o fato de uma das dietas ser rica em lipideos
e carboidratos e ndo somente em lipideos, como no presente estudo.

White e colaboradores (2013) ofereceram dieta comercial e dieta a base de 57,5%
de lipideos a camundongos Swiss, durante 10 semanas, e observaram que o consumo de
racdo padrdo e dgua foi significativamente maior no grupo controle, quando comparado
ao grupo que recebeu racdo hiperlipidica, mas nao houve diferencas significativas quanto
ao consumo caldrico entre os grupos e o consumo de macronutrientes, em separado, nao
foi avaliado. Embora os camundongos expostos a dieta hiperlipidica tenham ingerido
menos racdo e consumido mesmo teor caldrico que os controles, apresentaram maior
massa corpérea e média de ganho total de peso ao final das 10 semanas. Townsend e
colaboradores (2008) também mostraram que camundongos C57BL/6 expostos a dieta
hiperlipidica (HFD — high fat diet) por 15 semanas ganharam mais peso que os animais
consumidores de dieta hipolipidica (LFD — low fat diet), apesar de consumirem menos
energia. Os animais HFD apresentaram ainda maiores niveis de leptina, insulina e glicose
que os LFD, lembrando que a leptina é um hormoénio sinalizador de saciedade (BERNE
& LEVY, 2018; GUYTON & HALL, 2017). Vale ressaltar que White (2013), Towsend
e colaboradores (2008) trabalharam com camundongos machos e ndo fémeas gravidas.

Macronutrientes, como carboidratos, proteinas e lipideos sao importantes para o
consumo energético do organismo e a dindmica de absorcdo destes nutrientes € complexa
e dependente de inumeros fatores. Tém-se observado que alteracOes na quantidade de
macronutrientes podem ocasionar modificacdes no ganho ponderal de peso, mesmo com
consumo energético médio sendo constante (HALL & GUO, 2017; HALL et al., 2012).
Além disso, um aumento da ingestdao de lipideos implica em maior ingestao energética.
Porém, sabe-se que dietas ricas em lipideos e pobres em carboidratos podem reduzir o
apetite, resultando em aumento de corpos cetOnicos circulantes no organismo, (ROLLS
et al., 2009; WILLIAMS et al., 2013; GIBSON et al., 2015; PAOLI et al., 2015).

Sabe-se também que o processamento de lipideos no intestino delgado é mais
lento que o dos demais macronutrientes, sendo assim, uma dieta rica em lipideos
desencadearia mecanismos reflexos e hormonais, que resultariam em liberacdo de
colecistocinina e, consequentemente, em contragdo do piloro, reduzindo a velocidade de
esvaziamento géstrico (BERNE & LEVY, 2018; GUYTON & HALL, 2017). Esse retardo
do esvaziamento gastrico, somado ao poder de saciedade promovido pelos lipideos e o

fato dos animais se alimentarem para atenderem as demandas energéticas podem explicar
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o reduzido consumo de ragao feito pelas maes de E2, em relacao as de El, ja que a oferta
caldrica foi maior na racdo hiperlipidica 40%.

Considerando os dados da prole, observou-se que ndo houve diferengas
significativas quanto ao peso corporal e o peso relativo renal dos filhotes fémeas de 120
dias de idade, ou seja, a manipulacdo do ambiente intrauterino com dieta hiperlipidica
ndo influenciou no peso da prole, nem no peso relativo dos rins. No entanto, a dieta
materna hiperlipidica 28% foi capaz de programar reducio da TFG na prole de 120 dias,
quando comparada ao grupo Controle, enquanto a EUP ndo foi diferente, apesar da
tendéncia ao aumento nesse mesmo grupo (E1). Hokke e colaboradores (2016) estudaram
embrides e a prole de 21 dias, 6 e 9 meses de idade, de maes tratadas com dieta
hiperlipidica, por 6 semanas, antes de engravidarem e por todo o periodo
gestacional/lactacional. Os autores verificaram que embora os filhotes de 21 dias tenham
apresentado maior nimero de nefros e maior volume renal que os controles de mesma
idade, ao se corrigir esses parametros para o peso corporal, ndo houve diferencas entre os
grupos. Além disso, dados como o peso corporal, a fungdo renal e as relagdes albumina-
creatinina e volume glomerular-volume renal também nao foram diferentes entre os
animais de 6 € 9 meses de idade dos grupos avaliados. No presente trabalho, apesar da
reduzida TFG apresentada pela prole de E1, o consumo materno de dietas hiperlipidicas
(28% e 40%) também nao foi capaz de alterar a arquitetura glomerular, dado que as areas
dos corpusculos renais, dos tufos glomerulares e espagos capsulares ndo foram diferentes
entre os grupos. No entanto, o nimero de corpusculos renais/area de sec¢do renal ndo foi
quantificado. O fato é que um estudo ainda ndo publicado do laboratério mostrou que aos
90 dias de idade, a prole dos grupos experimentais 1 (28%) e 2 (40%) apresentaram
maiores areas de corpusculos renais e tufos glomerulares, mas reduzida TFG em E1 e
aumentada TFG e EUP em E2. Ou seja, ndo sé o teor de lipideos, mas a perda de
propor¢do entre macronutrientes da dieta materna e o fator tempo influenciaram nas
repercussoes renais da prole.

Chowdhury e colaboradores (2016) demonstraram que a obesidade paterna em
ratos Sprague-Dowley foi capaz de provocar acimulo de triglicerideos renais e alteracdes
histolégicas tubulares em filhotes de 27 semanas de idade, eventos responsdveis por um
distirbio renal leve que pode cursar com doenca renal cronica. De qualquer forma, no
presente estudo nao foram avaliados parametros como actimulo de lipideos renais, mas

observou-se que as dietas hiperlipidicas maternas ndo resultaram em glicemia e perfil
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lipidico alterados da prole, o que pode ser constatado pelos niveis de colesterol total,
triglicerideos e glicose, semelhantes entre os grupos.

Quanto a andlise de coldgeno cortical, a porcentagem de colageno total e do tipo
I foram maiores nos grupos experimentais, mas esse aumento foi mais evidente em E1, ja
a porcentagem de coldgeno tipo III foi maior em E2, todos em comparagdo ao grupo
controle. Esses dados confirmam que a dieta hiperlipidica materna tém efeitos deletérios
sobre os rins da prole adulta, que devido ao aumento do coldgeno total pode ter resultado
em reducdo da TFG nos filhotes de EI. Um estudo de Deji e colaboradores (2009)
utilizando camundongos C57BL/6 submetidos a dieta hiperlipidica (60% de lipideos) por
12 semanas, também mostrou alteragdes histomorfologicas renais importantes, como o
acumulo de colageno tipo IV, uma das principais proteinas da matriz extracelular, além
de acumulo de lipideos renais e infiltracdo de macrofagos nos glomérulos do cortex renal
desses animais, que contribuiram para o aumento da area dos tufos glomerulares do cortex
renal desses animais.

As mudangas registradas na expressao de colageno cortical foram acompanhadas
por alteracdes na quantificacdo de alfa-actina, uma vez que as expressdes glomerular e
TBI dessa proteina estavam aumentadas nos animais de E1, em relacdo aos controles. A
actina € a principal proteina do sistema de microfilamentos de células eucaridticas. A
presenca deste marcador de musculo liso (a-SMA — Smooth Muscle Actin) no rim adulto
em condi¢des normais encontra-se restrita a musculatura lisa dos vasos, com funcido
principal de contratilidade (JOHNSON et al, 1991). No entanto, j4 foi demonstrado que
sob condigdes patoldgicas, algumas células renais como as mesangiais, tubulares e
intersticiais, podem apresentar alteragdes no seu fendtipo, passando a expressar a proteina
a-SMA de musculo liso e algumas proteinas de filamentos intermediarios, tornando-se
potencialmente capazes de produzir mais coldgeno e outros elementos da matriz
extracelular (JOHNSON et al, 1991; MEGUID EL NAHAS et al, 1996).

O PCNA € uma proteina nuclear de 36 KD que est4 associada com o ciclo celular
(HALL et al, 1990). Sua expressao aumenta da fase final “G1” para as fases iniciais “S”
do ciclo celular. Varios estudos de imunohistoquimica realizados com anticorpos anti-
PCNA mostram que eles sdo capazes de identificar células na fase de divisao (HALL et
al, 1990). Nesse estudo, o nimero de células em proliferacio foi maior somente no
compartimento TBI do cértex renal dos animais de E2, quando comparados aos controles.
Estados proliferativos alterados estdo bem caracterizados em modelos de programacao

fetal com dietas maternas restritas em proteina (WOLF; WELHAM, 2002; WELHAM;
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WADE; WOOD, 2002) e o quadro de Diabetes mellitus tipo 1 materno, que resultou em
aumento de células PCNA positivas no cortex renal de filhotes fémeas de 7 dias e redugao
nas de 30 dias, além de maior expressdo de alfa-actina em 1 e 7 dias, comparadas aos
controles de mesma idade. Essas alteragdes provavelmente contribuiram para reducao da
TFG e aumento da pressao arterial sistélica nos animais de 30 dias de maes diabéticas
(FRANCA-SILVA, OLIVEIRA, BALBI, 2014). Em modelos com dietas maternas
hiperlipidicas seria importante investigar qual (is) tipo (s) de células estd (30) em
proliferac@o nos tiibulos e intersticio renais para compreender o significado desse achado,
uma vez que a maior expressao dos outros marcadores utilizados nesse estudo, bem como
as alteracOes funcionais foram registradas em E1.

A desmina, por sua vez, € um tipo de proteina do citoesqueleto frequentemente
pouco expressa por células da membrana glomerular, ndo aparecendo no epitélio visceral
da capsula de Bowman. No entanto, quando ocorre lesdo de podocitos, a expressao de
desmina aumenta significativamente (HERRMANN, TOZZO, FUNK, 2012). Nesse
estudo, constatou-se aumento da expressdo de desmina nos glomérulos dos animais de E1
e de E2, mas o aumento foi mais evidente em El. E possivel que a lesdo de um dos
componentes da barreira de filtracdo, somado ao aumento de coldgeno e de alfa-actina
corticais, nos animais desse grupo, tenham sido fatores decisivos para a redugao da TFG.
No mesmo sentido, Jackson e colaboradores (2012) encontraram aumento da expressao
de nestina, proteina presente nos diafragmas de filtracao existentes entre os poddcitos, no
cortex renal de filhotes de maes expostas a dieta hiperlipidica e frutose, demonstrando

que o status nutricional materno contribuiu com a lesdo de poddcitos da prole.
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6) CONCLUSAO:

Pode-se concluir que o consumo de dietas hiperlipidicas, durante a gestagdo e
lactacdo, apesar de ndo ter resultado em obesidade materna, foi capaz de programar
alteracOes renais importantes na prole adulta de ratas Wistar, como aumento de coldgeno
cortical total, além de aumentada expressio de alfa-actina, desmina e células em
proliferacdo, que somadas podem ter contribuido para a perda de funcdo renal. No
entanto, a magnitude e o tipo de alteracdo observada sdo dependentes do teor de lipideos
da dieta, uma vez que a dieta materna com 28% de lipideos teve repercussdes mais

significativas para a prole.
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ANEXO

Universidade Federal de Uberlandia

- Comissio de Etica na Utilizacdo de Animais — Untzgae de drarale

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Exposi¢do intrauterina a dieta hiperlipidica, com
diferentes teores de lipideos. e suas repercussdes renais, gastrintestinais, cardiovasculares e
metabolicas: um modelo de programacdo fetal em ratos Wistar”. protocolo n® 054/18, sob a
responsabilidade de Ana Paula Coelho Balbi — que envolve a produgido. manutencio e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa
cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle da Experimentacio Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela COMISSAO DE
ETICA NA UTILIZAGAO DE ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE
UBERLANDIA, em reunidio 24 de Agosto de 2018.

(We certify that the project entitled “Exposi¢io mtrautenina a dieta hiperlipidica, com diferentes teores de
lipideos, e suas repercussdes renals, gastntestinais, cardiovasculares e metabolicas: um modelo de
programacio fetal em ratos Wistar”, protocol 054/18, under the responsibility of - Ana Paula Coelho
Balb: mnvolving the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata,
subphylum Vertebrata, for purposes of scientific research - 15 1n accordance with the provisions of Law n°
11.794, of October 8th, 2008, of Decree n°® 6.899 of July 15th, 2009, and the rules 1ss5ued by the National
Council for Control of Amimal Expermmentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS
COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA. m
meeting of August 24th, 2018).

Vigéncia do Projeto Inicio: 01/09/2018 Térmuno: 20/08/2020

Espécie’Linhagem/Grupos Taxonémicos Rato heterogénico - Wistar

Numero de animais 150

Peso/Tdade 180g a 3502/ Adultos e Filhotes

Sexo Machos e Fémea

Ongem/Local Centro de Bioterismo e Experimentagio Animal
(CBEA) - UFU

Local onde serio mantidos 05 amimais: Departamento de Fisiologia (DEFIS) do Instituto
de Ciéncias Biomeédicas (ICBIM)- UFU

Uberlandia. 29 de agosto de 2018

»

Prof. Dr. Lucio Vilela Carneiro Girao
Coordenador da CEUA/UFU
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