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RESUMO

Tanto a desnutricdo proteico-calérica quanto a hipertensdo representam
problemas globais de saulde publica. Estudos epidemiolégicos em diversas
populacdes, bem como resultados experimentais indicam que as condi¢des
nutricionais intrauterinas "programam" o desenvolvimento de hipertensdo e
doenca cardiaca coronariana em adultos. A privacdo de proteina, durante o
periodo ativo de nefrogénese, provoca reducdo do numero de néfrons no
momento do nascimento. Assim, a predisposi¢cao para hipertenséo arterial pode
ser determinada, pelo menos em parte, pelo desenvolvimento anormal dos rins.
No entanto, ndo € conhecido 0s mecanismos que comprometem o processo de
nefrogénese. Estudos recentes mostram que o numero de células-tronco
presentes no cap mesenquimal (CM), em torno da extremidade dos brotos do
ureter, determina 0 numero de néfrons que serdo formados. Nosso grupo
demonstrou anteriormente, reducéao significativa (27%) do nimero de néfrons, em
prole masculina adulta, proveniente de ratas submetidas a restricdo proteica
gestacional. O objetivo deste trabalho foi verificar a area, o indice de morte e
proliferacéo celular, a expressao génica e de miRNAs, nimero de células positivas
para proteinas controladoras do ciclo celular e marcadoras de células tronco
progenitoras em metanefros de machos da prole de ratas submetidas a restricao
proteica gestacional, comparativamente aos seus controles, em diferentes
periodos da ontogénese renal. Ratas Wistar foram alimentadas durante a prenhez
com dietas com conteudo normal de proteina (NP 17% de caseina) ou baixo
conteludo de proteina (LP 6% de caseina). No 17° e 21° de dia de gestacao (DG)
e no 7° dia pds-natal (DPN) os rins foram processados para coloracdo de HE,
imunolocalizacédo, sequenciamento (NGS) e RT-qPCR. Foi obtido um grande
namero de miRNAs diferencialmente expressos, entre eles, o miR-127-3p, let-7a-
5p, miR-199a-5p, MmiR-298-5p, miR-144-3p, miR-181a-5p e o0 miR-181c-5p, que
foram validados por RT-gPCR. Os animais LP, com 17 DG, apresentaram reducao
da area renal total, da area nefrogénica e reducéo de células em proliferacdo. Os
animais LP, com 21DG, também apresentaram reducéo da area nefrogénica, além
de menor peso do rim. O miR-127-3p, 0 miR-144-3p e 0 miR-199a-5p estd menos
expresso nos animais LP de 17 DG, enquanto que o miR-181a-5p, miR-181c-3p

e 0 let-7a-5p estdo mais expressos. O Six2, esta diminuido nos animais LP de 17
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DG, assim como o c-Myc, Vegf e Notchl. J4 Bax, Tgfbl, Bcl6, c-Ret, Map2k2,
Mki67, mTOR, B-Catenina, Zebl, Zeb2 e Igfl estdo mais expressos nesses
animais. Ja nos animais LP de 21 DG o miR-127-3p, miR-298-5p, let-7a-5p, miR-
181a-5p e o miR-181c-3p estdo com sua expressdo aumentada. Six2, Bax, Casps3,
Coll, Gdnf, Tgfbl, Bcl2, Bcl6, c-Ret, Prdm1, Vegf, Mki67, B-Catenina, Zeb1, Zeb2,
Notchl e Igfl estdo mais expressos nos animais LP de 21 DG. Enquanto que
Pcna, c-Myc estdo com sua expressao reduzida. A expressdo do miR-181a-5p
esta maior nos animais LP com 7 DPN e a expressao de let-7a-5p esta reduzida.
MTOR est4 regulada negativamente nos animais LP de 7 DPN, e Bax, Bim,
Casp3, Col1, Gdnf, Tgfb1, Bcl2, Bcl6, Ciclina A, Map2k2, Prdm1, Vegf, -
Catenina, Zebl, Zeb2, Notchl e Igfl estdo regulados positivamente. Em
concluséo, este estudo indicou que a redugdo do numero de néfrons (28%)
induzida por restricdo proteica gestacional é determinada, pelo menos em parte,
pela reducdo na populagcéo de células tronco progenitoras (28%) e de mitose no
17° dia gestacional. A restricao proteica gestacional altera a expressao de miRNAs
e genes-alvos que estdo associados com processos de apoptose, proliferacéo e

diferenciacao celular que sdo essenciais durante o desenvolvimento renal.
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ABSTRACT

Both the protein-calorie malnutrition and hypertension represent global
problems of public health. Epidemiologic studies in diverse populations, as well as
experimental results indicate that intrauterine nutritional conditions "program"” the
development of hypertension and coronary heart disease in adults. The protein
deprivation, during the active period of nephrogenesis, causes a reduction in the
number of nephrons at birth. Thus, the predisposition to hypertension can be
determined, at least in part, by abnormal kidney development. However, it is not
known the mechanism that lead to undertakes the nephrogenesis process. Recent
studies show that the number of stem cells present in the mesenchymal cap (CM),
around the edge of the shoot of the ureter, determines the number of nephrons to
be formed. We have demonstrated, in adult male offspring, from rats submitted to
gestational protein restriction, a significant reduction (27%) of the nephron number.
The aim of present study was investigated to verify the area, cell death and
proliferation index, gene and miRNA expression, number of cells positive for cell
cycle control proteins and markers of progenitor stem cells in metanephro male
offspring of rats submitted to gestational protein restriction, compared to their
controls, in different periods of renal ontogenesis. Wistar rats were fed during
pregnancy with normal-protein (NP 17% casein) or low-protein (LP 6% casein) diet.
In the 17" and 21™ gestational day (DG) and 7" day of life (DPN) the kidneys were
processed to immunolocalization, Next Sequencing Generation (NGS), and RT-
gPCR. A big number of differentially expressed miRNAs was obtained among
them, miR-127-3p, let-7a-5p, miR-199a-5p, miR-298-5p, miR-144-3p, miR-181a-
5p and miR-181c-5p, these were validated by RT-gPCR. LP animals, with 17 DG,
presented reduction of the total renal area, the nephrogenic area and cells
proliferating were reduced. LP animals, with 21DG, also presented a reduction of
the nephrogenic area, as well as a lower weight of the kidney. miR-127-3p, miR-
144-3p and miR-199a-5p were downregulated in the 17DG-LP animals, while miR-
181a-5p, miR-181c-3p and let-7a- 5p were upregulated. Six2, was decreased in
17 DG-LP animals, as well as c-Myc, Vegf and Notchl. Bax, Tgfbl, Bcl6, c-Ret,
Map2k2, Mki67, mTOR, B-Catenin, Zeb1, Zeb2 and Igfl were upregulated in these
animals. In the 21 DG-LP animals, miR-127-3p, miR-298-5p, let-7a-5p, miR-181a-
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5p and miR-181c-3p were increased expression. Six2, Bax, Casp3, Coll, Gdnf,
Tgfbl, Bcl2, Bcl6, c-Ret, Prdm1, Vegf, Mki67, B-Catenina, Zebl, Zeb2, Notchl e
Igfl were more expressed in 21DG-LP animals. Whereas Pcna, c-Myc are reduced
in expression. Expression of miR-181a-5p was higher in LP animals with 7 DPN
and let-7a-5p expression was reduced. mTOR was downregulated in the LP
animals of 7 DPN, and Bax, Bim, Casp3, Coll, Gdnf, Tgfb1, Bcl2, Bcl6, Cyclin A,
Map2k2, Prdm1, Vegf, p-Catenin, Zebl, Zeb2, Notchl and Igfl are regulated
positively. In conclusion, this study indicated that the nephron number reduction
(28%) induced by gestational protein restriction is determined, at least in part, by
reduction in mitosis and kidney mesenchymal stem/progenitor cell population
(28%) at 17th gestational day. Gestational protein restriction alters the expression
of miIRNAs and target genes that are associated with proliferation, cell
differentiation and apoptosis processes that are essential during renal

development.
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1. INTRODUCAO

O estado nutricional adequado € resultado do equilibrio entre a ingestao
balanceada de alimentos e o consumo de energia necessario para manter as
funcbes diarias do organismo. Assim, a desnutricdo ndo se caracteriza apenas
pela ingestdo insuficiente de nutrientes, mas engloba a alimentagéo
desbalanceada e excessiva, que resulta na caréncia de nutrientes especificos
(CARVALHO & SALES, 1992; VALENTE, 2003). A desnutri¢cdo ainda é um grande
problema de saude publica mundial (MARTINS, 2011). O numero de pessoas
desnutridas no Brasil, em 2014, foi estimado em 3,4 milhdes. Em 2015, no mundo,
795 milhdes de pessoas estavam na lista das pessoas que ndo comem O
suficiente diariamente, para levarem uma vida ativa e saudavel (FAO, 2014 e
2015).

Em paises em desenvolvimento, as gestantes tém alimentacéo
inadequada, além de n&o terem assisténcia médica satisfatoria. Apos o
nascimento, as criancas nascidas dessas maes ficam expostas as dietas de alta
densidade energética que desencadeiam a transi¢cdo nutricional, juntamente ao
elevado consumo de alimentos industrializados e sedentarismo, aumentando
consideravelmente o risco de desenvolverem doencas metabdlicas (LOPEZ-
JARAMILLO et al., 2015).

O desenvolvimento embriofetal é altamente sensivel a perturbacdes no
ambiente materno. Assim, estimulos ambientais adversos alteram 0s processos
de proliferacdo, diferenciacdo, morte e migracao celular, alterando as vias do
desenvolvimento normal necessarias para maturacdo de Orgdos e tecidos
(LANGLEY-EVANS & MCMULLEN, 2010). Portanto, o ambiente adverso durante

a vida embriofetal e/ou na infancia estd relacionado ao aumento do risco de
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desenvolver doencas na idade adulta (BARKER, 2004). Esse processo é
denominado programacgdo fetal, no qual o ambiente encontrado antes do
nascimento ou na infancia, molda a longo prazo, o controle da fisiologia dos
tecidos e 6rgédos e da homeostase corporal (LANGLEY-EVANS, 2004).

Essa hipétese foi proposta como 0 mecanismo de associa¢ao entre 0 baixo
peso ao nascer, o crescimento infantil e as doengas subsequentes, e descreve o
processo pelo qual um estimulo ou injaria durante periodos criticos do crescimento
e desenvolvimento podem alterar permanentemente estruturas e funcdes
teciduais (LUCAS, 1991). Desta forma, a programacédo fetal exerce efeito
importante na fase intrauterina, determinando o perfil de saiude de um individuo,
bem como de doencas que poderéo ser desenvolvidas na vida adulta.

As primeiras evidéncias de programacao fetal datam de 1964, através de
um estudo, onde se notou alto risco de isquemia cardiaca em individuos cujos
irmaos foram abortados ou morreram na infancia (ROSE, 1964). Fordshal (1967)
percebeu que regidbes da Noruega com alto nivel de mortalidade infantil
apresentavam também indices elevados de morte por doencas cardiovasculares.
A década de 1980 é rica em estudos epidemiologicos associando mortalidade
cardiovascular a eventos ocorridos na primeira fase da infancia. No entanto, o
termo foi usado pela primeira vez em 1991, por Alan Lucas, que definiu
programagao como “a resposta permanente de um organismo a um estimulo ou
insulto durante um periodo critico do desenvolvimento”.

A observacdo da relacdo inversa entre peso ao nascer e doencas
coronarianas levou os ambientes embrionario e fetal a serem interpretados como
novo componente na etiologia das doencas cardiovasculares (BARKER et al.,

1989). Assim, o ambiente intrauterino € considerado um fator-chave para a
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etiologia de doencas cardiovasculares na vida adulta. Estudos indicam que
condi¢Bes sociais precarias atuam como estimulo adverso durante a infancia e a
adolescéncia, aumentando o risco de doengas cardiovasculares (FORSDAHL,
2002). As alteragbes moleculares e fisiologicas resultantes do desequilibrio
nutricional materno permitem a sobrevivéncia da prole, embora seus efeitos, em
longo prazo, promovam alteragdes na estrutura cardiovascular, renal, respiratoria,
endocrina e em componentes do sistema nervoso central (BARKER, 1995;
FOWDEN et al., 2006).

Ratas prenhes alimentadas com dieta com baixo conteudo proteico, por
exemplo, originam prole com pressédo arterial elevada ao longo da vida
(LANGLEY-EVANS et al., 1996a), além de alteragcdes no metabolismo da glicose
(DESAI et al., 1996). Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que
animais submetidos a restricdo proteica gestacional nascem com peso cerca de
8% menor e, ao longo da vida, apresentam maiores valores pressoricos (ANDREO
et al., dados nao publicados), além de formacdo de cerca de 30% a menos de
néfrons (MESQUITA et al., 2009).

Estudos apontam ainda que as implicacfes da manipulacdo do ambiente
fetal podem nédo estar limitadas a primeira geracéo, prolongando os efeitos da
programacao pelas geracdes subsequentes (DRAKE & WALKER, 2004).

A evidéncia mais contundente para apoiar a ligacdo entre a nutricao
materna e doencas na idade adulta, vem de estudos com descendentes de um
periodo da 22 Guerra Mundial, conhecido como Fome Holandesa. Um bloqueio
nazista a parte ocidental da Holanda resultou em fome generalizada por um
periodo de seis meses. Individuos que estavam no utero no momento da fome,

posteriormente apresentaram maior risco de obesidade e intolerancia a glicose,
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do que os nascidos antes e depois do periodo da fome. O risco para
desenvolvimento de hipertensdo, doenca coronaria e disfuncao renal também foi
aumentado pela exposicdo a desnutricdo materna (RAVELLI, et al., 1976;
ROSEBOOM, et al., 2001; PAINTER et al., 2005). Embora alguns efeitos
nutricionais sejam consequéncia direta da alteracdo na disponibilidade de
substrato, parte desses resultados se deve a mediacédo hormonal, que pode alterar
o desenvolvimento de tecidos fetais especificos em periodos criticos do
desenvolvimento, levar a mudancas permanentes na secrecdo hormonal ou a
sensibilidade tecidual a hormonios (BARKER, 1998).

Os glicocorticoides séo os principais hormonios relacionados a homeostase
em condicdes de estresse fisico, psicolégico ou nutricional. Muitas caracteristicas
da exposicao excessiva a glicocorticoides sugerem seu possivel papel na génese
da programacdo que acarreta desordens metabdlicas e cardiovasculares. Os
receptores de glicocorticoides séo altamente expressos em quase todos — sendo
em todos — os tecidos fetais durante a segunda metade da gestacdo ou antes
(DIAZ et al., 1997; COLE et al., 1995), assim como na placenta e nas membranas
fetais.

Os glicocorticoides sintéticos sdo amplamente utilizados na pratica
obstétrica em casos de parto prematuro devido a sua capacidade de promover
rdpida maturacdo celular, sobretudo de células pulmonares (ROBERTS &
DALZIEL, 2006). Entretanto, esta maturacdo ocorre em detrimento da proliferacéo
celular. Desta forma € plausivel supor que a exposicdo prematura aos
glicocorticoides maternos poderia reduzir o nimero de células tronco do CM, em
fase inicial da nefrogénese, acarretando na reducao expressiva de néfrons como

observado em nosso modelo de restricdo proteica gestacional. O tratamento de
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ratas prenhes com baixas doses de dexametasona, um glicocorticoide sintético
usado na pratica da obstetricia, reduz 0 peso ao nascer e eleva a pressao arterial
na prole adulta (BENEDIKTSSON et al., 1993).

Embora os glicocorticoides sejam em sua maioria lipofilicos e atravessem
rapidamente a placenta, normalmente o feto apresenta concentracdo muito menor
de glicocorticoides do que sua progenitora (BEITENS et al., 1973; CAMPBELL &
MURPHY, 1977). Essa diferenca é garantida pela enzima 11-B-hidroxiesteréide
desidrogenase tipo 2 (11B-HSD2), que catalisa o rapido metabolismo do cortisol e
da corticosterona para inativa-las nas formas 11-keto (cortisona e 11-
desidroxicorticosterona, respectivamente) (MURPHY et al., 1974; LOPEZ-
BERNAL et al., 1980). Essa barreira enzimatica placentaria garante que a maioria,
mas nem todos os glicocorticoides maternos sejam inativados, de forma que o
cortisol fetal circulante seja, em teoria, apenas aquele derivado das adrenais do
feto (BENEDIKTSSON et al.,, 1997). No entanto, a eficiencia da 11B-HSD2
placentaria varia consideravelmente tanto em humanos quanto em ratos
(BENEDIKTSSON et al., 1993; STEWART et al., 1995). Tem sido demonstrado
gue nos modelos de programacdo fetal, a deficiéncia relativa de 11p-HSD2
placentaria, permite a exposicéo do feto a glicocorticoides maternos, promovendo
retardo no crescimento da prole, sendo este um mecanismo modulador sobre a
programacao relacionada a manifestacdo futura de doencas (EDWARDS et al.,
2005).

Associacdo similar entre peso ao nascer e 11B-HSD2 placentaria foi
confirmada em humanos (STEWART et al., 1995), embora outros estudos néo
relataram essa associacdo (ROGERSON et al., 1997). No entanto, mutagdes no

gene da 11B-HSD2 em humanos foram associadas ao baixo peso ao nascer
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(DAVE-SHARMA et al., 1998). Além disso, marcadores bioquimicos de exposi¢ao
fetal a glicocorticoides estao relacionados com a funcédo da 11p-HSD2 placentaria
préximo ao nascimento (BENEDIKTSSON et al., 1995).

De forma intrigante, a restricdo proteica durante a gestacdo atenua
seletivamente a 11B-HSD2, mas nao outras enzimas da placenta (LANGLEY -
EVANS et al.,, 1996b), e promove hipertensdo e hiperglicemia na prole, entre
outros efeitos. Assim, exposicao a glicocorticoides parece ser parte integrante de
uma série de mecanismos comuns ligando os fatores ambientais maternos ao

crescimento e programacao (Figura 1).

e Programacéao fetal e rim

Ha muito tempo tem sido estabelecida a participacao do rim na patogénese da
hipertensédo arterial, embora alguns estudos desafiem a hegemonia renal e
atribuam papel relevante as células vasculares (CROWLEY et al., 2005;
MENDELSOHN, 2005). No entanto, nos Uultimos anos esta participacdo
fisiopatoldgica renal tem sido ampliada incluindo o conceito de que a hipertensao
arterial na idade adulta bem como disfuncdo renal a ela associada estejam

relacionadas a eventos que ocorrem durante o periodo pré-natal. Esta relacéo



31

Desenvolvimento Resposta Restricdo do
fetal adaptativa [ | crescimento
Tolaca Maturagao Superexposicao Perfil
Remo_de a(I;ao <—| precoce fetal aos metabdlico/
tecidua dos tecidos glicocorticoides fisiolégico
alterado
‘ Modificacdes
- epigenéticas
Expressao / P9
Perda da génica Desigualdades/
homeostase alterada Habitos inadequados
—> Baixo peso
47
ao nascer

Figura 1. Esquema da influéncia do ambiente materno adverso. Adaptada de

Langley-Evans, 2009 e Lopez-Jaramillo et al., 2015.

entre a programacédo fetal e doencas renais envolve mecanismos através dos
guais o prejuizo na nefrogénese pode predispor a hipertensdo na vida adulta.
(Zandi-Nejad et al., 2006).

O rim dos mamiferos € essencial para a manutencdo da homeostase
corpérea, pois controla o equilibrio hidro-eletrolitico, excretando agua e sais
minerias ao longo da vida. Sendo assim, esse 6rgao esta diretamente relacionado
ao desenvolvimento de hipertensao arterial, devido ao balanco de fluidos nos
diferentes compartimentos corporais. Esta importancia renal pode ser claramente
demonstrada em modelos de transplantes renais cruzados onde, se o doador é

hipertenso o receptor torna-se hipertenso (RETTIG et al., 1990; GUIDI et al.,
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1996).

A funcéo excretoria, do rim, depende do ndmero de unidades de filtracdo
disponiveis, os néfrons, que € determinado durante o desenvolvimento renal. O
menor numero de néfrons tem se mostrado um fator de risco chave para a
hipertensédo e doencas renais cronicas na vida adulta (LUYCKY et al., 2013).
Zeman (1968) foi o primeiro a relatar que a prole de ratas que sofreram restricao
proteica (6% de caseina) durante a gestacdo apresentava menor numero de
glomérulos quando comparadas a prole de ratas que receberam dieta normal
(24% de caseina) (ZEMAN, 1968). Portanto, a nefrogénese requer um equilibrio
delicado entre diversos fatores que podem ser alterados pela restricdo no
crescimento intrauterino, levando a diminuigdo no numero de néfrons
(SCHREUDER et al., 2006).

Nosso grupo verificou, dentre outros resultados, que em ratos de 16
semanas de vida cujas maes receberam dieta hipoproteica (6%) durante a
gestacdo, a expressao renal dos receptores tipo 1 e 2 (AT1IR e AT2R,
respectivamente) de angiotensina Il e de proteinas envolvidas na sua via de
sinalizacao é reduzida (MESQUITA et al., 2010a). Verificou-se ainda, que embora
estes animais apresentem o numero de néfrons reduzido (27%), a filtracédo
glomerular ndo € alterada. Entretanto, estes animais apresentam proteinudria
associada a simplificacdo podocitaria 0 que sugere sobrecarga hemodinamica e
funcional glomerular. Esta sobrecarga acarretara desgaste precoce podocitario e
perda de néfrons, agravando o quadro hipertensivo e predispondo a progressao
da nefropatia cronica e fibrose.

Em outro estudo, o nosso grupo verificou que a prole de machos cujas

maes foram submetidas a restricdo proteica gestacional apresentam a expressao
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renal de AT1R e AT2R reduzida desde o 12° dia de vida, periodo no qual a
nefrogénese € finalizada em ratos. Estes animais apresentaram reducdo no
namero de néfrons (28,4%) e aumento no volume dos tufos glomerulares (24%),
guando comparados com a prole de ratas que receberam dieta normal durante a
gestacdo (MESQUITA et al, 2010b). A reducdo no numero de néfrons corrobora
os achados de outros grupos em modelos experimentais e diferentes idades dos
animais (ROSTAND, 2003; KRIZ & LEHIR, 2005; LUYCKX & BRENNER, 2005;
HOPPE et al., 2007).

Foi demonstrado também que a restricdo proteica materna afeta o perfil de
expressdo génica no rim. Os genes alterados estdo envolvidos em diversas
funcdes bioldgicas, tais como citoprotecao, sintese de vitamina D, homeostase de
proteinas, regulacdo de enzimas antioxidantes e senescéncia celular, dentre
outras (CHEN et al., 2010).

Com base em glomérulos isolados de ratos machos com 16 semanas de
vida que foram submetidos a restricdo proteica gestacional, foi detectada a
diminuicdo da expressao dos miRs da familia miR-200 e aumento na expressao
de TGF-B1 e ZEB2, que estao relacionados com a transicao epitélio mesenquimal
(EMT) e fibrose (SENE et al., 2013). E quando analisamos o tecido renal total,
obtivemos aumento na expressdo de alguns membros da familia miR-200 (miR-
141, miR-200c e miR-429) e do miR-192. Além disso, a expressao do TGF-B1,
ZEB1, fibronectina e colageno foi aumentada, enquanto a expressdao de e-
caderina foi reduzida (SENE et al.,, dados ndo publicados). Estes resultados
indicaram a dissociacdo entre as analises do tecido renal glomerular e do tecido
renal total e que na vida adulta a expressdo miRNASs renais € alterada. Mas estes

efeitos provavelmente estdo mais relacionados a consequéncia da programacao
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gestacional do que com a sua génese. Assim, no caminho da elucidagéo dos
mecanismos moleculares envolvidos na génese da programacgdo, estamos

investigando os efeitos da restricdo de proteina gestacional na nefrogénese.

e Programacao fetal e nefrogénese

A falta de nutrientes e/ou falta ou excesso de sinais chave durante estagios
do desenvolvimento podem ter consequéncias irreversiveis (LANGLEY-EVANS,
2006). Assim a mudanca do numero de células ou do tipo celular presente em um
tecido, no caso do rim, por exemplo, aléem de alterar a sua funcéo, pode alterar o
perfil de expresséo génica, as vias de sinalizacdo e a producdo de hormonios
entre outros (BERTRAM et al., 2001). Portanto, a nefrogénese € um processo
complexo que envolve um rigido controle da expressdo de varios genes e
constante remodelacdo. Esse equilibrio pode ser alterado, por exemplo, pela
desnutricéo e afetar adversamente o desenvolvimento do rim, com consequente
restricAo no crescimento intrauterino e diminuicdo no nuamero de néfrons
(SCHREUDER et al., 2006; ZANDI-NEJAD et al., 2006).

Em humanos, o desenvolvimento do rim comeca por volta da 8% semana de
gestacdo e continua até a 362 semana. Em ratos, o estagio morfologicamente
correspondente, comeca aproximadamente entre o 12° e 13° dia gestacional,
guando o 6rgao consiste simplesmente do epitélio do broto do ureter, um ramo do
ducto mesonefrico, envolto por células mesenquimais renais que resultam da
condensacao a partir do mesoderma intermediario e termina por volta do 12° dia
pos-natal (WELHAM et al., 2005; ZANDI-NEJAD et al., 2006).

O precursor do rim adulto dos mamiferos é chamado de metanefro. O rim
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metanéfrico desenvolve-se a partir do mesoderma intermediario (MI). Esta
estrutura origina trés tipos celulares e estruturas que formaréo o rim: o ducto de
Wolffian, as células mesenquimais que originardo os néfrons e as células que
dardo origem as células estromais (CONSTANTINI & KOPAN, 2010; LI et al.,
2014). O desenvolvimento do rim comec¢a quando o ducto de Wolffian invade o Mi
(Figura 2). Esse processo de invasdo desencadeia interacBes reciprocas entre
dois tecidos, o broto do ureter (BU) e o mesénquima metanefrogénico (MM)
(GROBSTEIN, 1955; SAXEN, 1987). O BU ¢ induzido por sinais do MM para dar
origem ao sistema coletor do rim. Por sua vez, o MM é induzido pelo BU, que sofre
alongamento e ramificacdes, para formar um “cap” mesenquimal (CM), que é
formado por células progenitoras de néfrons, resultantes do condensamento de
MM, ao redor de cada BU (PHUA et al, 2015).

As células progenitoras de néfrons sdo encapsuladas por uma populacéo
de células estromais (Figura 3). Estas células estdo estrategicamente
posicionadas para influenciar o destino das progenitoras de néfrons, que
expressam Six2, um fator de transcricdo, presente apenas nas células
progenitoras de néfrons. Six2 € um fator chave dentro do mesénquima renal, ja
gue atua diretamente na auto-renovacao das células progenitoras de néfrons, na
supressdo da diferenciacdo epitelial, além de promover a manutencdo do
mesénquima metanefrogénico (MM). Assim Six2 € essencial para a manutencgao
do estado progenitor do mesénquima (SELF et al., 2006; KOBAYASHI et al., 2008;
REIDY & ROSENBLUM, 2009) e a perda de sua expressao provoca rapida
exaustao das células progenitoras e epitelizacdo ectépica (SELF et al., 2006). Os
néfrons se desenvolvem por um balanco delicado e continuo entre mitose e

diferenciacdo de suas células progenitoras, que €& controlado no sentido de
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produzir novas ramificagbes do BU (NISHINAKAMURA et al.,2011). A formagao
definitiva do rim inicia-se no 13° dia embrionario em ratos (MORITZ & WINTOUR,
1999; ORTIZ et al., 2001).

Durante a organogénese, em resposta a sinais do BU e do estroma, as
células tronco progenitoras mais proximas a extremidade do BU, dardo origem ao
agregado pré-tubular ou vesicula renal, uma estrutura epitelial (HERZLINGER et
al., 1992; SARIOLA,2002; NISHINAKAMURA & OSAFUNE, 2006; BOYLE et al.,
2008; KARNER et al., 2011). Entao, as células deste agregado sofrem sucessivas
mitoses e transicAo mesénquima epitelial (MET), que levara a formacgao
consecutiva de corpos tubulares primordiais em forma de virgula, de S até o néfron
funcional, que é um tdbulo vascularizado que participa da manutencdo do
equilibrio hidroeletrolitico do sangue (Figura 2) (HOHENSTEIN et al., 2015).

Uma etapa essencial no desenvolvimento renal é o estabelecimento do
balanco entre a expanséo e a diferenciacdo da populacéo de células progenitoras
de néfron. Qualquer desequilibrio nestes processos resulta na reducdo de
néfrons, que pode levar a consequéncias drasticas, como hipoplasia renal,
hipertensdo crénica, faléncia renal e formacdo de céancer pelas células
progenitoras (tumor de Wilms) (KELLER et al., 2003; KOESTERS et al., 2003;

KOESTERS et al., 1999; LI et al., 2004).
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Figura 2. Representacdo esquematica do desenvolvimento renal. O broto do
ureter (cinza) se estende a partir do ducto de Wolffian, e ao entrar em contato com
0 mesénquima metanefrogénico (vermelho), sinalizacdes reciprocas entre o BU e
o MM, induzem a bifurcacdo do broto e a condensacdo do mesénquima para
formar o cap mesenquimal. Células progenitoras de néfrons, proximas ao BU,
sofrerdo sucessivas mitoses e MET para gerar a vesicula renal, corpos tubulares
em forma de virgula, de S até o néfron funcional (HOHENSTEIN et al., 2015).
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Figura 3. Representacao esquematica do broto do ureter se bifurcando e, na sua
extremidade, o cap de células progenitoras circundadas por células do estroma
(DAS et al., 2013).

A formacdo dos brotos laterais (isto €, brotos que crescem do tronco
principal) € seguida pelo brotamento bifido terminal, bifurcacdo de um ramo em
dois ramos filhos. Esta arvore uretérica consistente de dois segmentos. O primeiro
€ a extremidade terminal, ou pontas do brotamento, chamada “ampola”, que
aparece como bulbos terminais. O segundo segmento é o “caule” do brotamento,
conhecido como tubulo. Esta parte permanece ap0s o crescimento da ampola,
avancando para a periferia do metanéfro. As ampolas tém duas opc¢des: 1) podem
permanecer Unicas e avancar para a periferia, ou 2) dividir-se produzindo duas
novas ampolas, cada uma formando um novo tibulo (CONSTANTINI, 2006).

Durante a morfogénese por brotamento cada ampola atua como um centro
indutivo, apto a iniciar a nefrogénese se existirem células tronco progenitoras no
CM. Estudos do nosso grupo em colaboracédo com o Prof. John Bertram (Monash
University, Australia) revelaram reducdo no numero de ramificacdes do broto

uretérico em cultura de metanéfros de animais submetidos a restricdo proteica
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gestacional. Entretanto, recentemente, Wood-Bradley et al. (2011) verificou que
a reducdo no numero de néfrons, neste modelo, ndo € resultado apenas da
diminuicdo no nimero de ramificacdes do BU mas também da reducéo durante a
formacédo dos néfrons na extremidade metanéfrica das ramificacoes.

Hendry et al. (2011) reviram o0s possiveis fatores que podem estar
envolvidos na cessacdo da nefrogénese. Dentre eles é descrito 0 mecanismo de
exaustdo passiva no qual a sub-populacéo de células tronco auto-renovaveis do
CM poderiam ser exauridas precocemente. Durante a nefrogénese normal parte
destas células se diferencia e parte permanece em divisfes sucessivas mantendo
0 numero necessario de células tronco suficientes para completar a nefrogénese.

Assim, o0 numero de células tronco progenitoras em proliferacdo €
diretamente relacionado ao numero de néfrons originados ao término da
nefrogénese. No 11.5° dia gestacional de camundongos o CM é constituido por
cerca de 6.000 células em cada extremidade do BU e este numero vai reduzindo
sendo que no 19.5° dia o CM é constituido por 120 células (KOBAYASHI et al.,
2008). Por isso a importancia de identificar modificadores genéticos relacionados
a manutencédo das células progenitoras de néfrons durante o desenvolvimento
renal (KANN et al., 2015).

Couillard e Trudel (2009) demonstraram que a delecédo de c-myc no MM de
camundongos no inicio da nefrogénese (11.5° dia) leva a hipoplasia renal
(reducdo de cerca de 25% dos néfrons) que persiste na idade adulta. O
protooncogéne c-myc € um membro da familia myc que codifica fatores de
transcricdo. As proteinas myc estdo envolvidas na proliferacdo, crescimento,
apoptose e diferenciacdo celular. Os membros da familia myc sdo altamente

expressos durante a organogénese e a expressao destes vai reduzindo até o final
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do desenvolvimento, sendo assim, concluem que c-myc € um modulador
essencial do desenvolvimento renal controlando o ndamero de células tronco
progenitoras que sédo fundamentais para que ocorra o brotamento final do BU.

Por outro lado, somente as células tronco progenitoras, dentre 0s outros
tipos celulares do CM, expressam six 2 e cited 1 (HERZLINGER et al., 1992;
SARIOLA, 2002; NISHINAKAMURA and OSAFUNE, 2006; BOYLE et al., 2008)
sendo estes considerados marcadores destas células progenitoras (COUILLARD
e TRUDEL, 2009). Ambos genes sdo expressos no CM ao redor da extremidade
do BU bem como c-myc (SCHMID et al., 1989; MUGRAUER & EKBLOM, 1991;
STANTON et al., 1992) mas ndo sdo expressos pelas demais células epiteliais
derivadas do MM.

Gabet et al. (2011) usando cultura primaria de osteoblastos verificaram que
a DEX inibe a progressao do ciclo celular via represséo da transcricéo de ciclina
A. Assim, esta inibicdo ndo esteve associada a repressdo de c-myc. Por outro
lado, Singht et al. (2007) submeteram metanefrons em cultura (14.5° dia) a
exposicdo de DEX (10°M) durante 2 dias e verificaram diminuicdo nas
ramificacbes do BU paralelamente a reducéo na expressao de fator neurotréfico
derivado de células gliais (GDNF) e aumento de proteina morfogénica 0ssea 4
(BMP-4) e do fator de crescimento e transformacao 1 (TGF- 31). Estes autores
hipotetizaram que a DEX poderia causar reducdo na populacdo de células
mesenquimais, entretanto, sdo necessarios estudos adicionais para comprovar as

vias pelas quais ocorrem estas alteracdes na organogénese renal.
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e Nefrogénese e microRNAs

microRNAs (miRNAs) sdo RNAs de fita simples com aproximadamente 22
nucleotideos de comprimento, que sdo gerados a partir de transcritos enddégenos
“hairpin” (KIM, 2005). Lee (1993) descobriu os miRNAs em um nematoide
(Caenorhabditis elegans). As fungbes dos pequenos RNAs variam desde a
formacdo de heterocromatina para desestabilizacdo do mRNA e controle da
traducdo (CHU & RANA, 2007; FILIPOWICZ et al., 2008), até a participacdo em
guase todos 0s processos bioldgicos, incluindo diferenciacao, proliferacao e morte
celular, controle metabolico, silenciamento de transposons e defesa antiviral (KIM
et al., 2009). A descoberta e caracterizacdo dos miRNAs esta revolucionando a
compreensao da regulacdo génica, diferenciacéo celular, proliferacédo, apoptose,
metabolismo e fisiopatologia de muitas doencas, incluindo as doencas renais (Li
et al., 2010).

Estes RNAs nado codificantes, sédo transcritos como um miRNA primario,
clivados em pré-miRNA pela Drosha, uma RNase lll, e um cofator chamado
DGCRS8 (LEE et al, 2003; LEE et al, 2004; HAN et al, 2004; GREGORY et al,
2004). Os pré-miRNAs sédo transportados do nucleo para o citoplasma, pela
Exportina-5. Uma vez no citoplasma, sdo clivados em sua forma madura com 20-
22 nucleotideos pela Dicer, outra RNase Il (YI et al., 2003; HUTVAGNER et al.,
2001). Depois de clivado, o miRNA duplex é desenrolado e a fita funcional é
carregada pelo complexo RISC. O miRNA maduro guia o complexo RISC para
uma sequéncia complementar, geralmente na regido 3’ (UTR) de um alvo de
mMRNA (DU & ZAMORE, 2005). Esta ligacdo reduz o nivel de expressdo da

proteina alvo via inibicdo ou degradacdo do mRNA (FIGURA 4).
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Cada miRNA pode regular a traducao de um grande namero de diferentes
MRNAs e cada mRNA pode ter multiplos sitios de ligagdo para um Unico ou muitos
miRNAs diferentes, isso porque a especificidade do miRNA é determinada,
principalmente, por pareamento de bases (Watson e Crick) na regido 5’ do miRNA
(BENTWICH et al, 2005). Atualmente, mais de 28.000 miRNAs de 223 espécies
estdo registrados no banco de dados miRBase - versdo 21
(http://lwww.mirbase.org).

No contexto de desenvolvimento renal e doengas, varios grupos tem
mostrado que os MiIRNAs sao indispensaveis para o desenvolvimento do rim
(HARVEY et al. 2008; SHI et al. 2008; SEQUEIRA-LOPEZ et al. 2010; WEI et al.
2010; HO et al. 2011; NAGALAKSHMI et al. 2011; ZHDANOVA et al. 2011; CHU
et al. 2014; MARRONE et al. 2014; PHUA & HO 2015). Alguns dos miRNAs
expressos nas ceélulas progenitoras renais séo: miR-10a, miR-106b e miR-17-5p.
Estes tém como alvo a proteina pré-apoptoética Bim. Durante o desenvolvimento
renal, a perda de miRNAs nas células progenitoras resulta em perda prematura
desta populacdo de células e como consequéncia, diminuicdo do numero de
néfrons (HO et al., 2011; NAGALAKSHMI et al., 2011). Isto é acompanhado pelo
aumento da apoptose e elevada expressdo da proteina Bim, nas células
progenitoras (HO et al., 2011). Assim os miRNAs modulam o balanco entre a
apoptose e a sobrevivéncia destas células progenitoras (HO & KREIDBERG,
2012).

Estudos tem demonstrado que o miR-199a-5p tem um papel importante na
proliferacéo celular no cancer, na fibrose, na hipertrofia cardiaca e angiogénese
(MONASTYRSKAYA et al., 2013; XU et al., 2012; SAKURAI et al., 2011; SHEN et

al, 2010; RANE et al., 2010). E a inibicdo do miR-199a-5p também reduz a
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proliferacdo de células cistica e induz a apoptose, além de controlar o ciclo celular
(Sun et al., 2015).

O papel da familia do miRNA let-7, na promoc¢édo da diferenciacdo celular
tem sido amplamente estudado em vérios 6rgdos (AMBROS, 2011; BAO et al.,
2013; BUSSING et al., 2008; COPLEY & EAVES, 2013; MEZA-SOSA et al., 2014,
ROUSH & SLACK, 2008; SOKOL, 2012). Uma funcdo que é bem conservada
dessa familia de miRNAs é participar da supressao dos reguladores de destino
celular iniciais e promover a diferenciacao celular a medida que o desenvolvimento
continua (NAGALAKSHMI et al., 2014).

O miR-127 tem como um de seus alvos o proto-oncogene Bcl6 (SAITO et
al., 2006). Em células do figado, quando o0 miR-127 estava menos expresso foi
observado aumento da proliferacao celular, e quando estavam superexpressos a
proliferacdo estava inibida (PAN et al., 2012). Essas observacfes sugerem um
importante papel do miR-127 na proliferacéo, diferenciacdo e desenvolvimento
(CHEN et al., 2013). O grupo de CHEN (2013) classificaram esse miRNA como
um novo regulador de senescéncia celular, via Bcl6.

A familia do miR-181 é formada por 4 membros altamente conservados, 0
miR-181a, miR-181b, miR-181c e o miR-181d. Em um estudo in vitro, com células
do mesénquima metanefrogénico, foi observado que o miR-181b tem como alvo
Six2 e inibiu parcialmente a proliferacédo nessas células (IYU et al., 2013); quando
analisaram o miR-181c, encontraram resultados similares, o0 miR-181c estava
atenuando a proliferacdo e promovendo a apoptose, contribuindo para a perda
parcial do fenotipo progenitor, via reducao de Six2 (LV et al., 2014). O miR-181a

regula a apoptose, e dentre inumeros alvos, esta Bcl2 (LI et al., 2016).
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Em estudo em vitro, com célula de carcinoma renal, o0 miR-144 atuou
inibindo a proliferacéo celular, via mTOR (XIANG et al., 2016). Sabe-se que 0 miR-
298 esta envolvido na regulacdo da resposta a insulina e, em processos como,
sobrevivéncia e proliferacdo (WHITE, 2002). Em um estudo com cultura de células
a do pancreas, foi observado que quando a expressdao do miR-298 estava
reduzida, a expressao dos genes alvos (IGF1RB e TNFa) desse miRNA estava
aumentada, ativando vias de sinalizacdes correspondentes. O IGF1R é conhecido
por promover resisténcia a apoptose (BARBAGALLO et al., 2013).

Embora existam varios modelos de camundongos transgénicos que
identificaram, com sucesso, 0s genes implicados em anomalias congénitas do rim
e do trato urinario, o papel da regulacéo pés-transcricional dos miRNAs durante o

desenvolvimento renal permanece pouco compreendido (PHUA et al., 2015).
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Figura 4. Esquema representando a biogénese dos microRNAs. Os genes de
MiRNAs séo transcritos pela RNA polimerase Il em miRNA primario (pri-miRNA).
Esses por sua vez, sao processados pelo complexo DGCR8/Drosha, em pré-
MiRNASs, que sdo exportados do nucleo para o citoplasma através da Exportina-
5. Os pré-miRNAs sédo clivados pela Dicer, para remover a estrutura em hairpin,
originando os miRNAs maduros (~22 nucleotideos). Entdo a fita, 3’ ou %, é
carregada pelo complexo RISC para uma sequéncia complementar de um mRNA
alvo. Esta ligacdo reduz o nivel de expressao da proteina alvo, por inibicdo da
traducéo ou pela degradacdo do mRNA alvo (Adaptado de HOHEINSTEIN et al.,
2015).
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Il JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Sabendo-se que:

e a programacdao fetal (por dieta hipoprotéica) leva a hipertenséo e reducao
no numero de néfrons;

e a exposicdo aumentada aos glicocorticides maternos esta envolvida na
génese da programacao fetal;

e Nao sao conhecidos 0s mecanismos envolvidos na cessacao da
nefrogénese neste modelo;

e 0 numero de células tronco auto-renovaveis do CM € um fator que controla
0 numero final de néfrons;

e a supressao de c-myc leva a reducao no namero de células tronco do CM
e do numero de néfrons;

e 0s MiRNAs tem grande influéncia na ontogénese renal,;

e ndo existem trabalhos estabelecendo a expressdo de miRNAs durante a

nefrogénese em animais submetidos a restricdo proteica gestacional.

O objetivo deste estudo foi verificar a area, o indice de morte e proliferacao
celular, a expressdo génica e de miRNAs, numero de células positivas para
proteinas controladoras do ciclo celular e marcadoras de células tronco
progenitoras em metanefros de machos da prole de ratas submetidas a restricdo
proteica gestacional, comparativamente aos seus controles, em diferentes

periodos da ontogénese renal.
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[I. METODOLOGIA

Animais

Foram utilizados ratos Wistar, de ambos os sexos, procedentes do Centro
de Bioterismo da UNICAMP (CEMIB), em idade reprodutiva. Os animais foram
mantidos em ambiente com temperatura de 23-25 °C, umidade relativa do ar 50-

60%, e ciclo claro - escuro definido por luzes acesas das 19h00 as 07h00.

Acasalamento

Os procedimentos experimentais foram realizados inicialmente no
laboratério de Programacdo Fetal do Departamento de Morfologia e
posteriormente no laboratorio de Desreguladores Enddcrinos e Carcinogénicos,
do mesmo departamento, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita
Filho” — Unesp Botucatu. Tais procedimentos foram aprovados pela Comisséo de
Etica Experimental em Pesquisa do IB-UNESP (446-CEEA), estando em
conformidade com os Principios Eticos na Experimenta¢do Animal.

O protocolo de acasalamento foi executado durante o ciclo escuro, a partir
das 08h00. Para tanto, cada macho foi colocado em uma caixa durante
aproximadamente 15 minutos, a fim de reconhecimento e marcacéao do territério.
Apos este periodo, uma fémea foi colocada em cada caixa contendo um macho.
Este protocolo permite visualizar, em pouco tempo, se a fémea esta em seu
periodo reprodutivo (estro) e, portanto, receptiva ao macho. As fémeas que néo
mostraram receptividade foram imediatamente retiradas da caixa e substituidas

por uma nova fémea. As fémeas receptivas permaneceram com os machos por
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aproximadamente duas horas. Para a confirmacgéao da prenhes, foi feito um lavado

vaginal para a observacao microscopica de espermatozoides.

Grupos

ApoOs a confirmagdo da prenhes, as ratas foram separadas em caixas
individuais e tiveram seu peso mensurado a cada dois dias durante o periodo
gestacional. Durante esta etapa, as racoes ofertadas variavam de acordo com o
grupo aos quais as fémeas pertenciam: controle - NP (normal protein) as ratas
receberam 30g de racdo normoproteica (17% de caseina) por dia, durante toda a
gestacéo e tratado - LP (low protein) receberam 30g de racéo hipoproteica (6%
de caseina) diariamente por todo o periodo gestacional. Ambas as dietas eram
isocaloricas e normossoédicas. As dietas normo e hipoproteica foram obtidas da
empresa PRAG Solucgdes (Jau-SP) e possuem os seguintes itens (Tabela 1).

As progenitoras, que foram selecionadas para o grupo de 7 dias pds-natal,
voltaram a ser alimentadas com racdo padrdo comercial, ap0s o nascimento da
prole. Todas as ratas tiveram suas ninhadas reduzidas, por eutanasia, para 8
filhotes, afim de que todos os filhotes tivessem a mesma disponibilidade de acesso
as mamas. Quando necessério foi feito reimplante de ninhada, entre 0s mesmos

grupos.
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Tabela 1: Itens contidos em 1kg da dieta.

Coleta

Os rins dos animais foram coletados no 17° e 21° dias gestacionais e no 7°
dia de vida. Para realizagdo da eutanasia as fémeas foram anestesiadas com
injecdo intramuscular de cloridrato de cetamina (75mg/kg) e cloridrato de xilazina
(10mg/kg), o utero foi exposto e os fetos foram retirados e imediatamente, foi
realizada eutanasia por decapitacdo nos animais de 17 e 21 DG. Nos animais de
7 DPN, ap6és a anestesia foi feito perfusdo, com solugédo salina heparinizada, e
posteriormente com paraformoldeido 4% em tampéao fosfato 0,1M, pH 7,4.

No nosso modelo experimental utilizamos apenas os machos da prole e

como no 17° DG ndo conseguimos saber o sexo somente pela morfologia
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macroscopica, coletamos amostras (cauda e membros superiores e/ou inferiores)
gue foram congeladas e armazenadas para realizar a sexagem por meio de PCR.
Nas coletas com 21 DG e com 7 DPN o sexo foi verificado através da
distancia ano genital (DAG), nos machos o valor maior, e em fémeas menor, que
2 mm (Figura 5).
Os rins foram coletados para as seguintes técnicas: sequenciamento de

nova geracao (NGS), RT-gPCR e imunohistoquimica.

4

Figura 5: Distancia ano-genital. A imagem (A) representa um macho (maior que
2mm) e a imagem (B) representa uma fémea (menor que 2 mm). As distancias

foram aferidas com um paquimetro digital.

Sexagem dos animais de 17 dias gestacionais

A extracdo do DNA gendmico foi obtida pela digestdo enzimatica com
proteinase K a uma concentracdo final de 200ug/mL contendo 2% de SDS,
seguida da purificacdo com solventes organicos (fenol/cloroférmio) e precipitacédo
com acetato de aménio 7,5M e etanol absoluto gelado. A concentracdo do DNA
foi determinada em espectrofotdbmetro NanoVue Plus.

O sexo dos ratos foi determinado pela técnica de PCR (reagdo em cadeia

da polimerase) convencional da sequéncia Sry, que € um gene especifico de
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machos, localizado no cromossomo Y (MIYAJIMA et al., 2009). Para a reacéo foi
utilizado o Master Mix Colorless — Promega, com as condicbes de ciclagem
indicado pelo fabricante. Na figura 6, a presenca de banda esta representando a
sequéncia Sry, indicando que o animal € macho. O primer foi sintetizado pela
empresa Integrated DNA Technologies (IDT), com as seguintes sequéncias:
Forward: 5-  TACAGCCTGAGGACATATTA -3 e Reverse: 5'-

GCACTTTAACCCTTCGATTAG -3'.

Figura 6: Eletroforese em gel de Agarose indicando a presenca ou auséncia da
banda referente ao gene Sry. Os simbolos azuis indicam onde tem banda positiva
e, portanto, macho, e os simbolos na cor vermelha representa auséncia de banda
e assim indicando que essa amostra corresponde a fémea. Os simbolos brancos

indicam os controles.

Imunohistoquimica:

As amostras foram removidas e fixadas em paraformaldeido 4% em
tampéao fosfato 0,1M, pH 7.4, onde ficaram imersos por 4 horas (animais 17 DG),
2 horas (21 DG e 7 DPN). Depois foram lavados em agua corrente por uma hora

e entdo foram imersos em etanol 70% até serem processados. Os materiais foram
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desidratados, diafanizados e incluidos em paraplast. Foram obtidos cortes com
espessura de 5um em micrétomo coletados em Iaminas tratadas previamente com
solucdo de triethoxyl-silane (Sigma-Aldrich®). Os cortes histoldégicos foram
desparafinizados e processados para imunofluorescéncia e imunoistoquimica,
para deteccdo de proteinas. Para imunofluorescéncia, foram incubados com
solucéo bloqueadora (Soro fetal bovino 8%, Albumina bovina 2,5% e leite em po
desnatado 2% em PBS). Posteriormente, incubados com o anticorpo primario
(anti-Six2) diluido em PBS contendo 1% de leite desnatado, overnight, sob
refrigeracdo. Apos lavagem com PBS (4 vezes com intervalos de 5 minutos) os
cortes foram incubados com anticorpo secundario especifico, conjugado ao
fluoréforo Alexa 488, diluido no mesmo tampéo, contendo 1% de leite durante 2
horas a temperatura ambiente. Apés lavagens sucessivas com PBS, os cortes
foram montados com laminula, utilizando-se o0 meio de montagem para
fluorescéncia Vectashield (Vector Laboratories, Inc. Burlingame) e a fluorescéncia
no espécime foi detectada por microscopia confocal a laser. As imagens foram
obtidas utilizando-se o sistema Focus Imagecorder Plus.

Para as proteinas c-myc, ki67, Bcl2, TGFB-1, p-catenina, Zebl, Zeb2,
VEGF, Caspase 3 clivada, ciclina A e WT1, foi realizada imunoistoquimica. Os
cortes histologicos, aderidos em laminas silanizadas, foram hidratados, e apés
serem lavados em PBS pH 7,2 por 5 minutos, foi feita a recuperacédo antigénica
com tampao citrato pH 6,0, por 25 minutos na panela de pressdo. As laminas
foram lavadas em PBS por 3 vezes (5 minutos cada). Posteriormente foi realizado
o bloqueio da peroxidase endégena com peréxido de hidrogénio e metanol, por
10 minutos, no escuro. Os cortes foram lavados em PBS por 3 vezes. Seguiu-se

entdo o bloqueio de ligagBes inespecificas e para tal as laminas foram incubadas
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com solucao bloqueadora (leite em p6 desnatado 5%, em PBS), por 1 hora. Os
cortes foram circundados com caneta hidrofébica, e entdo, incubados com o
anticorpo primario (Tabela 2) diluido em BSA 1%, em camara Uumida, e ficaram
overnight na geladeira. Apos lavagem com PBS (3 vezes com intervalos de 5
minutos) os cortes foram expostos ao anticorpo secundario especifico, diluido em
BSA 1%, durante 2 horas a temperatura ambiente. As laminas foram lavadas com
PBS (3 vezes com intervalos de 5 minutos). Os cortes foram revelados com DAB,
apos lavagens sucessivas com agua corrente, as laminas foram contra coradas
com hematoxilina, desidratadas e montadas com laminula, utilizando-se
permount. As imagens foram obtidas utilizando-se o microscopio de luz.

Os indices de proliferacdo, area nefrogénica, medular, do CM e do BU

foram quantificados utilizando o software ImageJ.

Tabela 2: Diluicdo dos anticorpos utilizados na imunohistoquimica.

Anticorpo Diluicédo Empresa
Anti-Six2 (11562-1-AP) 1:50 Proteintech
Anti-c-myc (NBP1-19671) 1:150 Novus Biologicals
Anti-Ki67 (ab16667) 1:100 Abcam

Anti-Bcl2 (ab7973) 1:100 Abcam
Anti-TGFB-1 (sc-146) 1:50 Santa Cruz
Anti-B-catenina (ab32572) 1:500 Abcam

Anti-Zebl (sc-10572) 1:50 Santa Cruz
Anti-Zeb2 (sc-48789) 1:50 Santa Cruz
Anti-VEGF (NB100-664) 1:50 Novus Biologicals
Anti-Caspase-3 clivada (9664) 1:200 Cell Signaling
Anti-Ciclina A (sc-31085) 1:50 Santa Cruz

Anti-WT1 (sc-192) 1:50 Santa Cruz
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Avaliacéo da expressao génica por Sequenciamento de nova geracéo (NGS):

a. Extracdo do RNA total
A extracdo do RNA foi realizada com o Trizol LS Reagent (Invitrogen — Life
Technologies), segundo as instru¢cbes do fabricante. O sedimento de RNA foi

diluido em 15 L (17DG) ou 30 pL (21DG e 7DPN) de agua ultrapura.

b. Analise da qualidade do RNA
A guantidade de RNA total foi determinada pela absorbancia de 260nm
usando espectrofotdmetro nanoVue (GE healthcare, USA) e a pureza do RNA foi
avaliada pelas razbes A260nm/A280nm e A260nm/A230nm (aceitavel quando
ambas as razdes foram > 1,8). A integridade do RNA foi garantida pelo numero
da integridade do RNA (RNA Integrity Number, RIN), foram utilizadas as amostras
guando > 8, através do sistema Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies,

Germany).

c. Sequenciamento de miRNA e analise dos dados

O sequenciamento foi realizado na plataforma MiSeq (lllumina), no
laboratério da Prof. Dra. iscia Cendes, na Unicamp. O protocolo utilizado seguiu
as instrucdes do fabricante, disponivel em
(http://Iwww.illumina.com/documents//products/datasheets/datasheet_truse
g_sample_prep_kits.pdf). Em resumo, o sequenciamento incluiu a construcéo
de biblioteca para cada amostra, e para isso foi utilizado 500ng de RNA total.
Nesta etapa sao ligados os adaptadores, 3’ e 5. Os adaptadores sao ligados em
cada final da molécula de RNA (figura 7). Apds a ligacdo dos adaptadores, uma

reacdo de transcricao reversa foi realizada para criar cDNA (fitas simples).
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Figura 7: Esquema das etapas de preparo da biblioteca (Adaptado do protocolo
TruSeq, construcéo de bibliotecas, da lllumina).

Esse cDNA foi entdo amplificado por uma reagdo de PCR convencional,
gue usa os primers que contem uma sequéncia de index, para identificacdo das
amostras. Esse cDNA foi purificado em gel de acrilamida, para subsequente

geracao de clusters (amplificacéo de fragmentos especificos).
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ApOs correr o gel em uma eletroforese vertical, foi cortada a regido que
corresponde ao tamanho dos miRNAs (figura 8), com auxilio da luz ultravioleta.
Apoés ter retirado apenas o pedaco do gel que corresponde a regido que contém
miRs, esse gel ficou eluindo overnight em um forno de hibridizacdo a 30°C
aproximadamente. No dia seguinte, o sobrenadante foi removido e o gel
precipitado foi descartado. Apds quantificagdo da biblioteca, a mesma foi
normalizada a concentracdo de 2nM, usando Tris-HClI 10 nM, pH 8,5, e,

posteriormente as amostras foram inseridas no sequenciador (MiSeq).

Figura 8: Imagem do gel usado para purificacdo da biblioteca. Em vermelho,

regides referentes aos miRNAs.

A andlise e interpretacdo dos dados foram realizadas em colaboracdo com
do Dr. Tao Chen, da Division of Genetic and Molecular Toxicological do FDA-
Jefferson-AR. Os dados do NGS dos miRNAs foram gerados em arquivos de
textos com formato FASTAQ, que foram extraidos e importados para o BaseSpace
(http:/lwww.basespace.illumina.com), um software desenvolvido pelo fabricante
lllumina. A qualidade dos dados e o numero de reads foram avaliados pelo site
acima, e foram extraidos e pré-processados, as bases foram nomeadas (base-
calling) utilizando o software CASAVA, desenvolvido pelo fabricante (lllumina). As

analises de dados inicia com a remog¢ao do adaptador 3’, utilizando o software
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localizado no BaseSpace chamado “miRNA Analysis” (Universidade de Torino,
Canadd). Esta etapa remove as bases extras, ja que a primeira base sequenciada
comeca depois da sequéncia do adaptador 5, e continua aproximadamente até
36 pares de base (pb), e como o miR tem aproximadamente 25 pb, entéo o
restante das sequécias sao do adaptador 3'. Este software, miRNA Analysis,
pode ser utilizado para a anélise de miRNA tanto de amostras de humano quanto
de rato. Entéo, apds a remogao do adaptador 3’ é gerado um novo arquivo de
dados FASTAQ para cada amostra.

A proxima etapa € o mapeamento das sequéncias para os diferentes
MiRNAs, esse passo foi realizado utilizando o Small RNA (lllumina, USA) que
pode ser aplicado para genoma de rato. Este software suporta o kit de preparo de
amostras de pequenos RNAs — TruSeq, que foi utilizado na construcdo das
bibliotecas, e entdo se assume que os reads, referentes aos adaptadores, ja foram
devidamente trimados. Esse software alinha os reads contra 4 bases de dados
de referéncia, e identifica miRNAs e familias de miRNAs diferencialmente
expressos. Através desse software foi obtida uma lista de todos miRNAs que
foram sequenciados e a comparacao dos diferentes grupos. Usando como criterio,
p<0.05, foi gerado um conjunto de lista de miRNAs diferenciamente expressos e
com isso foi finalizada a analise do perfil de expressdo dos miRNAs. Depois de
obter os dados, foi realizada a andlise de classificacdo. Analises de Hierarquia de
Clusters (Hierarchical of Cluster Analysis - HCA) e Andlises do Componente
Principal (Principal Component Analysis - PCA) foram usadas para classificar
cada amostra de acordo com a expressdao de miRNAs. Estas analises foram
realizadas no software Array Track (National Center for Toxicological Research,

USA). Para explorar a funcdo dos miRNAs diferencialmente expressos, estes
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foram analisados usando o software on line Ingenuity Pathway Analysis (Ingenuity,
USA). As funcdes, vias e redes envolvidas com os miRNAs diferencialmente
expressos foram identificadas e ap6s andlise, as vias que mais nos interessaram
neste momento estdo sendo estudadas e tanto os miRNAs relacionados, bem

como seus alvos seréo validados por RT-qPCR.

Validacdo da expressdo de miRNAs e génica por Reacdo em Cadeia da

Polimerase em Tempo Real apés Transcricdo Reversa (RT-gPCR).

a. Reacdo de Transcricdo Reversa

O RNA total foi extraido como descrito anteriormente (item a).
A transcricdo reversa dos mRNAs dos rins de 17 e 21 DG e 7 DPN foi

realizada utlizando o kit High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix (Life
Technologies, EUA), seguindo as orientacdes do fabricante. E a transcricao
reversa do miRNAs dos rins de 17 e 21 DG e 7DPN foi realizada com o kit
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription (Life Technologies, EUA), de acordo

com as orientacdes do fabricante.

b. PCR quantitativo em Tempo Real
Para a andlise do nivel de expressdo do gene Bax, Bim, Caspase-3,
Colageno 1, GDNF, PCNA, TGFB-1, Bcl-2, Bcl-6, c-myc, c-ret, ciclina A, Map2k2,
PRDM1, Six-2, VEGF, Ki67, mTOR, B-catenina, ZEB1, ZEB2, NOTCH1 e IGF1, o
RNA foi transcrito reversamente, como citado acima. O RT-gPCR foi realizado
com SYBR green Master Mix (Life Technologies, EUA), utilizando primers
especificos para cada gene (Tabela 3). As reacdes foram feitas em um volume

total de 20 pL, usando 2 pL de cDNA (diluido 1:30), 10 pL SYBER green Master
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Mix (Life Technologies, EUA) e 4 L de cada primer especifico (5 nM) e realizadas
no sistema StepOnePlus PCR em tempo real (Applied Biosystems™).

Para a andlise dos microRNAs, miR-127-3p, miR-144-3p, miR-298-5p, let-
7a-5p, miR-181a-5p, miR-181c-3p e miR-199a-5p foi utilizado TagMan MicroRNA
Assays (Life Technologies, EUA), e para cada reacao foram utilizados 10 pL de
TagMan® Universal PCR Master Mix, No AmpErase® UNG (2x), 1 L de TagMan
MicroRNA Assays, 2 uL do produto da reagao de transcricéo reversa e o volume
final ajustado para 20 pL com agua livre de nucleases. As reacdes foram utilizadas

no sistema StepOnePlus PCR em tempo real (Applied Biosystems™),

c. Analises da expressao
O nivel de expressdo dos mRNA ou dos miRNAs foram comparados com
seu respectivo grupo controle. A expressao dos mRNAs foi normalizada utilizando
a expressao do gene GAPDH, ja a expressao dos miRNAs foi normalizada usando
a expressao dos genes de referéncia snRNA U6 e shRNA U87.
A expressao génica relativa foi avaliada através do método de quantificacéo
comparativo (PFAFFL, 2001). Todas as quantificacdes relativas foram avaliadas

usando o software DataAssist, v 3.0, utilizando o método AACT.

Estatistica

Foi usado teste t e 0s valores expressos como média = desvio padrdo, n=4.
P<0.05 foi considerado significativo. Foi utilizado o software GraphPad Prisma v
.01 (GraphPad Software, Inc., USA) para analise estatistica e construcao dos

graficos.
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Tabela 3: Sequéncia dos primers utilizados para RT-gPCR, desenhados pela

empresa IDT.

GENE

Six2
c-myc
c-ret
Bcl-2
Col-1
TGFB-1
Ciclina A
Bax

Bim
Casp 3
GDNF
Ki67
mTOR
VEGF
GAPDH
B-catenina
Map2K2
Bcl-6
PCNA
PRDM1
NOTCH1
IGF1
ZEB1
ZEB2

SEQUENCIA FORWARD

5’-GCCGAGGCCAAGGAAAGGGAG-3’
5-AGCGTCCGAGTGCATCGACC-3’
5-GTTTCCCTGATGAGAAGAAGTG-3
5-ACGGTGGTGGAGGAACTCTT-3’
5-ACCTGTGTGTTCCCCACT-3'
5°-GGACTCTCCACCTGCAAGAC-3
5-GCC TTCACCATTCATGTGGAT-3'
5-TTCAGTGAGACAGGAGCTGG-3'
5'-CAATGAGACTTACACGAGGAGG-3'
5-ACGGGACTTGGAAAGCATC-3
5'-CAGAGGGAAAGGTCGCAGAG-3'
5- GTCTCTTGGCACTCACAG-3'
5°-ACGCCTGCCATACTTGAGTC-3
5-CGGGCCTCTGAAACCATGAA-3

5°-CAACTCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3

5-AGTCCTTTATGAGTGGGAGCAA-3'
5- ACCGGCACTCACTATCAACC-3
5'-CCAACCTGAAGACCCACACTC-3'
5-TTTGAGGCACGCCTGATCC-3'
5-CTTGTGTGGTATTGTCGGGAC-3'
5-ACTGCCCTCTGCCCTATACA-3
5-AAGCCTACAAAGTCAGCTCG-3
5-CATTTGATTGAGCACATGCG-3’
5-CCCTTCTGCGACATAAATACGA-3’

SEQUENCIA REVERSE

5-GAGTGGTCTGGCGTCCCCGA-3’
5-ACGTTCCAAGACGTTGTGTG-3’
5-GTGGACAGCAGGACAGATA-3’
5-GTCATCCACAGAGCGATGTTG-3'
5-CTTCTCCTTGGGGTTTGGGC-3
5-GACTGGCGAGCCTTAGTTTG-3"
5-TTGCTGCGGGTAAAGAGACAG-3'
5-GCATCTTCCTTGCCTGTGAT-3'
5'CCAGACCAGACGGAAGATGAA-3!
5-TAAGGAAGCCTGGAGCACAG-3’
5-TCGTAGCCCAAACCCAAGTC-3'
5-TGGTGGAGTTACTCCAGGAGAC-3'
5°-TGGATCTCCAGCTCTCCGAA-3
5-GCTTTCTGCTCCCCTTCTGT-3
5-GGCATGGACTGTGGTCATGA-3
5'- GTTTCAGCATCTGTGACGGTTC-3'
5-TTGAGCTCACCGACCTTAGC-3’
5'-GCGCAGATGGCTCTTCAGAGTC-3'
5-GGAGACGTGAGACGAGTCCAT-3'
5-CACGCTGTACTCTCTCTTGG-3'
5-GACACGGGCTTTTCACACAC-3
5-GGTCTTGTTTCCTGCACTTC-3°
5-AGCGGTGATTCATGTGTTGAG-3'
5-TGTGATTCATGTGCTGCGAGT-3’
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RESULTADOS
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V. RESULTADOS

Peso e Morfometria

Os fetos com 17DG nao apresentaram diferenca de peso corpéreo, quando
comparados os grupos. Ja os fetos com 21DG e os animais com 7DPN, do grupo

tratado (LP), apresentaram reducéo significativa no peso (Figura 9).
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Figura 9. Peso dos animais com 17DG (A), 21DG (B) e 7DPN (C).

Expressdo de miRNAs e génica

Na tabela 4 temos o nimero de miRNAs diferencialmente expressos (DEM)
e de familias diferencialmente expressas (DEMF), nos diferentes periodos
analisados. Na tabela 5 (Anexo 2), esta demonstrado o perfil global de expresséo

de miRNAs, em diferentes comparacdes, obtido pelo software BaseSpace. O
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gréfico de Volcano Plot dos animais de 17 DG, 21 DG e 7 DPN mostra os miRNAs
do grupo LP diferencialmente expressos em relagéo ao grupo NP (Figura 10-12).

A classificacdo dos grupos, realizada pelo software Array Track, esta
demonstrada nas figuras 13 (HCA) e 14 (PCA).

As funcbes, vias e redes envolvidas com os miRNAs diferencialmente
expressos foram identificadas e listadas nas tabelas 6, 7, 8, 9, 10 e 11 (Anexo 3).
Todas as redes, obtidas pelo software Ingenuity através dos miRNAs
diferencialmente expressos, estdo em anexo, como anexo 4 (17 DG), anexo 5 (21
DG) e anexo 6 (7 DPN).

Para a validacdo dos miRNAs, optou-se por validar aqueles sabidamente
relacionados aos processos de proliferacéo, diferenciacéo celular e apoptose que
ocorrem durante o desenvolvimento renal (Figura 15). No diagrama de Venn,
temos os miIRNAs mais expressos em cada idade e os que foram selecionados
para a validacdo (Figura 16). Seus respectivos alvos, de acordo com as redes

obtidas pelo Ingenuity, também foram validados por RT-gPCR.

Tabela 4: Numero de miRNAs e de familias de miRNAs diferencialmente
expressos em diferentes comparacoes.

Comparacdes Familia de miRNA (Total 218) miRNA (Total 1557)
p< 0.05 p<0.05
NP (17 DG) vs. NP (21 DG) 71 317
NP (17 DG) vs. NP (7 DPN) 86 439
NP (21 DG) vs. NP (7 DPN) 53 296
NP (17 DG) vs. LP (17 DG) 12 44
NP (21 DG) vs. LP (21 DG) 9 21

NP (7 DPN) vs LP (7 DPN) 23 74
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17 DG

Figura 10. Volcano plot da expressao de miRNAs no metanefro dos animais de
17 DG. Cada ponto representa o valor de p associado a expressado de um dos
MiRNAs avaliados comparada a expressao do grupo NP. Os pontos vermelhos, a
direita do zero, representa os miRNAs que estdo regulados positivamente. Os
pontos vermelhos, a esquerda de zero, esta representando os miRNAs que estéo

regulados negativamente, considerando p<0,05.
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21 DG

Figura 11. Volcano plot da expressao de miRNAs no metanefro dos animais de
21 DG. Cada ponto representa o valor de p associado a expressdo de um dos
MiRNAs avaliados comparada a expressao do grupo NP. Os pontos vermelhos, a
direita do zero, representa os miRNAs que estdo regulados positivamente. Os
pontos vermelhos, a esquerda de zero, esta representando os miRNAs que estéo

regulados negativamente, considerando p<0,05.
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Figura 12. Volcano plot da expressédo de miRNAs no metanefro dos animais de 7
DPN. Cada ponto representa o valor de p associado a expressao de um dos
MiRNAs avaliados comparada a expressao do grupo NP. Os pontos vermelhos, a
direita do zero, representa os miRNAs que estdo regulados positivamente. Os
pontos vermelhos, a esquerda de zero, esta representando os miRNAs que estéo

regulados negativamente, considerando p<0,05.
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Figura 13: Analise Hierarquica de Clusters (HCA) das amostras de acordo com o
nivel de expressao das familias de miRNAs (painel esquerdo) e miRNAs totais
(painel direito). O “controle” indica as amostras dos grupos que nao receberam
restricdo proteica, enquanto que “tratado” representa os grupos que sofreram
restricdo proteica gestacional. As letras “a@”, “b” e “c” indicam 21 DG, 7 DPN e 17
DG, respectivamente. HCA mostrou que as amostras sdo agrupadas

principalmente de acordo com diferentes periodos do desenvolvimento.
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PCA (Familia de miRNAS) PCA (miRNAS)

Figura 14: Visao tridimensional da Analise dos Componentes Principais (PCA).
As amostras estdo bem separadas nos diferentes tempos do desenvolvimento,
levando em conta os niveis de expressao das familias dos miRNAs (painel
esquerdo) e miRNAs totais (painel direito). As cores nas figuras indicam o0s
diferentes tempos, como: vermelho = controle a (21 DG); verde = tratado a (21
DG); amarelo = controle b (7 DPN); dourado = tratado b (7 DPN); azul = controle
¢ (21 DG) e cinza = tratado ¢ (17 DG).

RESPOSTA BIOLOGICA
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Figura 15. miRNAs eleitos para o estudo de alvos baseando-se nas respostas

bioldgicas descritas, em consequéncia de aumento ou redug&o na expressao.
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Figura 16. Diagrama de Venn representando os miRNAs mais diferencialmente
expressos entre NP e LP aos 17 e 21 dias gestacionais e 7 dias de vida. Em

amarelo estdo circundados os eleitos para investigacédo dos alvos.

Pela técnica de RT-gPCR foram validado os seguintes miRNAS: miR-127-
3p, MiR-144-3p, miR-298-5p, let-7a-5p, miR-181a-5p, miR-181c-3p e o miR-199a-
5p. Os animais do grupo LP, com 17 DG, estavam com uma maior expressao de
let-7a-5p, miR-181a-5p, miR-181c-3p, ja 0 miR-127-3p, miR-144-3p e o miR-199a-
5p estavam menos expressos nesses animais em relagao aos seus controles. O
mMiR-298, apesar de estar com sua expressado aumentada, em relacéo ao controle,
nao teve diferenca significativa (Figura 17-A). Os animais com 21 DG, do grupo
LP, apresentaram uma maior expressao, do miR-127-3p, miR-298-5p, let-7a-5p,
miR-181a-5p e do miR-181c-3p. Enquanto que o miR-144-3p e o0 miR-199a-5p

nao mostraram diferenca significativa em sua expresséo em relagdo ao grupo
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controle (Figura 17-B). Nos animais LP, com 7 DPN, apenas 2 miRNAs mostram
diferenca de expressao, o miR-181a-5p que estava mais expresso nesses animais
do que nos controles, e o let-7a-5p que estava menos expresso. Os demais (miR-
127-3p, miR-298-5p, miR-181c-3p e 0 miR-199a-5p) ndo apresentaram diferenca
significativa. E interessantemente o miR-144-3p ndo foi expresso nessa idade
(Figura 17-C).

A tabela 12 mostra a comparacdo dos resultados obtidos pelo
sequenciamento dos miRNAs com os dados da validacdo. Na tabela 13 (Anexo 7)

esta representado os genes alvos preditos para os miRNAs validados.
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21 DG

Fold Change
Fold Change

7 DPN
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Figura 17: Expressao dos miRNAs, miR-127-3p, miR-298-5p, let-7a-5p, miR-
181a-5p, miR-181c-3p e miR-199a-5p estimados por TagMan em rim de ratos de
17 dias gestacionais (A), 21 dias getacionais (B) e 7 dias pdés-natal (C). A
expressdo de cada miRNA foi normalizada com U6 e U87. Os dados estédo
expressos como fold change (média £SD, n=4) em relac&o ao grupo controle.

* Significativamente diferente do grupo controle (p<0,05).
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Tabela 12: Comparacéo entre os valores obtidos no sequenciamento e o da

validagéo por RT-gPCR.

miRNA log FC Fold miRNA Fold log FC
(17 DG) Sequenciamento Change p-value (17 DG) Change qPCR p-value
miR-127-3p -0.911189177 0.5317 0.01053498  miR-127-3p 0.6045 -0.7262 1.97E-08
miR-144-3p -1.024909088 0.4914 0.00754482  miR-144-3p 0.6014 -0.7335 0.0321508
miR-298-5p 0.555324736 1.4695 0.0083628  miR-298-5p 1.4317 0.5177 0.0648687
let-7a-5p let-7a-5p 1.8747 0.9067 0.0106146
miR-181a-5p 0.637181521 1.5553 0.00520696 miR-181a-5p 1.7645 0.8193 0.0354613
miR-181c-3p 0.40731742 1.3262 0.02187935 miR-181c-3p 1.6265 0.7018 0.0273168
miR-199a-5p -0.401388293 0.7571 0.00193047 miR-199a-5p 0.5086 -0.9755 4.551E-05
?;ilRBIé‘) RNA-Seq logFC CEng%e p-value gllRé\lé) Crfg;dge gPCR logFC p-value
miR-127-3p 0.565173065 1.4796 0.04442707  miR-127-3p 2.6333 1.3969 6.02E-03
miR-144-3p miR-144-3p 0.8974 -0.1562 0.1723848
miR-298-5p 0.613353841 1.5298 0.03299593  miR-298-5p 1.3170 0.3972 0.0402289
let-7a-5p let-7a-5p 2.1660 1.1150 0.0059875
miR-181a-5p miR-181a-5p 1.5286 0.6122 0.0421524
miR-181c-3p miR-181c-3p 1.5058 0.5906 0.0228443
miR-199a-5p miR-199a-5p 1.4513 0.5373 0.0604275
giggﬁ) RNA-Seq logFC Crfgrlfjge p-value (n;'ggﬁ) Crfgrl%e gPCR logFC p-value
miR-127-3p miR-127-3p 0.730578 -0.4529 6.01E-02
miR-144-3p miR-144-3p nao expressa
MiR-298-5p 0.958238445 1.9429 0.00055761  miR-298-5p 1.9583 0.9696 0.3025506
let-7a-5p -0.537048101 0.6892 0.01533047 let-7a-5p 0.4997 -1.0008 0.0269524
miR-181a-5p 0.357437752 1.2811 0.00498333 miR-181a-5p 5.0680 2.3414 0.0217739
miR-181c-3p miR-181c-3p 3.4746 1.7968 0.0731242
miR-199a-5p miR-199a-5p 3.2639 1.7066 0.0858642
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O RT-gPCR também foi utilizado para validar a expressédo dos seguintes
genes: Bax, Bim, Caspase-3, Colageno 1, GDNF, PCNA, TGF3-1, Bcl-2, Bcl-6, c-
myc, c-ret, ciclina A, Map2k2, PRDM1, Six-2, VEGF, Ki67, mTOR, B-catenina,
ZEB1, ZEB2, NOTCHL1 e IGFL1. Foi observado que o nivel de expressao de six-2,
Bcl-2, PRDM1, ciclina A, PCNA, GDNF, Colageno 1, Caspase 3 e Bim, nos
animais LP de 17DG, nao diferiram em relacéo aos controles, enquanto que Bax,
TGFB-1, Bcl-6, c-ret, Map2k2, Ki67, mTOR, [B-catenina, ZEB1, ZEB2 e IGF1
estavam com a expressdo aumentada em relacéo aos controles. Ja c-myc, VEGF
e NOTHC1 estavam regulados negativamente (Figura 18-A). Nos animais LP com
21DG, o nivel de expressao de Bim, ciclina A, Map2k2 e mTOR nao apresentaram
diferenca quando comparado aos controles, entretanto c-myc e PCNA tiveram a
expressado reduzida, em comparacdo ao grupo controle. E a expressao de Bax,
Caspase 3, Colageno 1, GDNF, TGFB-1, Bcl-2, Bcl-6, c-ret, PRDM1, Six2, VEGF,
Ki67, B-catenina, ZEB1, ZEB2, NOTCH1 e IGF1 estava regulada positivamente
nos animais LP (Figura 18-B). Os animais com 7 dias de vida pds-natal,
apresentaram o nivel de expressdo aumentado para Bax, Bim, Caspase 3,
Colageno 1, GDNF, TGFB-1, Bcl-2, Bcl-6, ciclina A, Map2k2, PRDM1, VEGF, B-
catenina, ZEB1, ZEB2, NOTCH1 e IGFl, jA4 mTOR estava regulado
negativamente, e os demais genes (PCNA, c-myc, c-ret e Ki67) ndo mostraram
diferenca significativa quando comparados aos controles (Figura 18-C).

Na figura 19, estd representado a expressao génica, dos animais LP
comparativamente aos NP, durante o desenvolvimento renal, juntamente com a

expressao dos miRNAs.
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Figura 18: Expressao de Bax, Bim, Caspase-3, Colageno 1, GDNF, PCNA, TGF-
1, Bcl-2, Bcl-6, c-myc, c-ret, ciclina A, Map2k2, PRDM1, Six-2, VEGF, Ki67,
mTOR, B-catenina, ZEB1, ZEB2, NOTCHL1 e IGF1 estimados por SyBR green RT-
gPCR emrim de ratos de 17 dias gestacionais (A), 21 dias getacionais (B) e 7 dias
pos-natal (C). A expresséo de cada mRNA foi normalizada com GAPDH. Os dados
estdo expressos como fold change (média +SD, n=4) em relagcdo ao grupo

controle. * Significativamente diferente do grupo controle (p<0,05).
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Figura 19. Curva de expressido dos RNAmM em LP comparativamente a apresentada
por NP durante o desenvolvimento renal. De A a G temos cada mIRNA com seus
alvos de predilecéo (linhas cheias) e outros possiveis alvos (linha pontilhada). Em H

temos a expressdo comparativa dos miENAs estudados.
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No 17° DG os rins dos fetos LP apresentaram reducéo significativa (7,6%)
da area renal, e da area ocupada pelo cértex nefrogénico (30%). A area medular
de LP foi 20% maior que a observada em NP (Figuras 20-24). As areas ocupadas
pelos cap e pelas vesiculas em forma de virgula foram significativamente menores
nos animas do grupo LP (Figura 23). O nimero de células nos brotos do ureter
(UB), nas vesiculas em forma de virgula e no MM foi significativamente maior nos
animais do grupo LP (Figura 24).
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Figura 20: Rins de fetos de 17 DG dos grupos NP (A) e LP (B). HE, 100x.
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Figura 21: QuantificacBes das areas renais dos fetos de 17 DG dos grupos NP e
LP. HE, 100x. Em (A) porcentagem da area nefrogénica e em (B) porcentagem da
area medular.
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Figura 22. O gréfico representa a area renal dos fetos de 17DG.
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Figura 23. Os gréficos representam os resultados das quantificacfes da area dos

cap (A) e das vesiculas em forma de virgula (B), nos animais de 17DG.
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Figura 24. Os graficos representam resultados das quantificaces (x103) nos fetos
de 17DG.

Os animais do grupo LP, com 21DG, apresentaram reducao significativa na
area ocupada pelo cortex nefrogénico (31%). A area medular, desses mesmos
animais, estava 34% maior do que a observada nos animais NP (Figura 25 e 26).
Em relacéo a area renal ndo houve diferenca significativa nos animais de 21DG
(Figura 26-A), ja o peso dos rins dos animais LP, com 21DG, estavam menores

do que o grupo controle (Figura 26-B).

>
o

80- *kk

60+

40+

20+

Area de cortex
nefrogénico/Area renal (%)

Area medular/Area renal (%)

K 8 $ 3

Figura 25: Quantificacdes das areas renais dos fetos de 21DG dos grupos NP e
LP. HE, 5x. Em (A) porcentagem da area nefrogénica e em (B) porcentagem da

area medular.
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Figura 26: O gréafico (A) representa a area renal dos animais de 21DG e o (B)
indica o peso do rim direito dos animais de 21DG.

A area ocupada pelo cortex nefrogénico e pela medula ndo apresentou
diferenca entre os animais com 7DPN (Figura 27-A e B). A area renal também se

manteve igual nesses animais (Figura 27-C).
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Figura 27: Quantificacdes das areas renais dos animais de 7DPN dos grupos NP
e LP. HE, 1x. Em (A) porcentagem da area nefrogénica e em (B) porcentagem da

area medular. (C) representa a area renal.
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Imunohistoquimica

A quantificacdo da imunoflorescéncia para Six2 indicou que os animais LP
com 17 DG, apresentaram reducao significativa tanto na intensidade da marcacgéao
(Figura 28) quanto no numero de células positivas para Six2, no cap mesenquimal
(Figura 29). A imunohistoquimica de Six2, dos animais de 21DG, indicou que 0s
animais LP com 21 DG, apresentaram aumento significativo no ndmero de células
positivas para Six2, no cap mesenquimal e nas vesiculas em forma de virgula
(Figura 30). E apesar da area do cap estar maior nos animais LP, esses cap
apresentaram menor numero de células (Figura 30C e 30E).

Pela imunolocalizacéo de ki67, proteina que marca proliferacdo celular, foi
possivel verificar que os animais LP de 17DG apresentam diminui¢do, em relacao
aos controles (Figura 31). J4 nos animais LP com 21 DG foi verificado aumento
nas células marcadas com Ki67, em comparagcdao ao controle. Nos animais de
7DPN tanto os LP quanto os NP tiveram niveis iguais de Ki67 (Figura 32).

A expresséao de c-myc foi reduzida em todas as estruturas renais como nos
cap, nos brotos do ureter e nas vesiculas em forma de virgula (Figura 33). Pela
guantificacdo verificamos significativa reducdo no numero de células positivas
para o fator transcricional c-myc (Figura 33, C, F e ).

Nos animais LP com 21 DG, observou-se reducdo na imunorreatividade
cortical e medular de c-myc tanto nos citosol quanto no nucleo das células. Ja no
7DPN, as células estromais da cortical apresentaram marcacao para c-myc nos

animais NP e em LP esta marcacéo esteve ausente (Figura 34).
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Figura 28. Imunoflorescéncia de para Six2. (A) Imunoreatividade de Six2 nos
animais controles (NP) est& significativamente maior quando comparada aquela
observada nos animais que sofreram restricdo proteica gestacional, com 17 dias
gestacionais (B). Em C temos o resultado da quantificacdo da intensidade da

marcacao para Six2.
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Figura 29. Imunoflorescéncia para Six2 no 17DG. O numero de células positivas
para Six2 por area dé cap mesenquimal, foi significantemente menor nos animais
do grupo LP (B) comparativamente a NP (B). O resultado da analise pode ser

observado em C.
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Figura 30: Imunohistoquimica para Six2 no 21 DG. O numero de células positivas
para Six2 por area de cap mesenquimal e vesicula renal, foi significantemente
maior nos animais do grupo LP (B) comparativamente a NP. O resultado da
analise pode ser observado em D. Apesar da area de cap mesenquimal (C) estar
maior no grupo LP, o niumero de células do cap (E) foi menor nesse grupo.
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Figura 31. Imunoistoquimica para Ki67, mostrando reducdo significativa na
proliferacdo das células progenitoras do cap mesenquimal no grupo LP (B), em
relacdo aos NP (A). Em (C) esta representada a relagdo entre o nimero de células

positivas para Ki67 e a area do cap mesenquimal.
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Encontrou-se aumento na expressdo de TGFB-1 no grupo LP
comparativamente a NP, em todos os tempos estudados (Figura 35).

N&o se observou diferenca na expresséao de ciclina A nos animais de 17 e
21DG, entretanto, no 7DPN sua expressédo estd aumentada tanto no cértex quanto

na medula dos animais LP (Figura 36).
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Figura 32. Imunoperoxidase para KI67 em animais de 21 DG e 7 DPN.
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Figura 33. Expressdo em rins de animais de 17 DG de c-myc no cap

mesenquimal, no broto do ureter de maior calibre e em vesiculas na forma de

virgulaem NP (A, De G) e LP (B, Ee H) e. Em C, F e | estdo representadas as

guantificacbes das células positivas para c-myc pelas areas das diferentes

estruturas.
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Figura 34. Imunoperoxidase para a proteina c-myc nos animais de 21 DG e 7
DPN.
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Figura 35. Imunoperoxidase para a proteina TGFB-1 nos animais de 17 DG, 21
DG e 7 DPN.
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Figura 36. Imunoperoxidase para a proteina ciclina A nos animais de 17 DG, 21

DG e 7 DPN.

de Bcl2 e caspase 3 néo foi alterada no 17 DG, contudo,

ao

A express

apresentou aumento em LP tanto no 21DG quanto no 7DPN (Figuras 37 e 38).

catenina estava aumentada, sendo

tempos estudados a expressao de B-

Nos trés

que no 17 e 21DG, este aumento foi mais intenso (Figura 39).
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A expressao de VEGF no 17DG limita-se aos brotos do ureter principais de
maior calibre e esté reduzida nos animais LP. Ja no 21DG sua expressdo pode
ser vista no parénquima tubular e no estroma sendo mais intensa em LP. A
expressdo de VEGF nos animais NP de 7DPN é quase que inexistente e nos LP

localiza-se nos epitélios tubulares (Figura 40).
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Figura 37. Imunoperoxidase para a proteina Bcl2 nos animais de 17 DG, 21 DG
e 7 DPN.
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Figura 38. Imunoperoxidase para a proteina caspase 3 nos animais de 17 DG, 21
DG e 7 DPN.
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Figura 40. Imunoperoxidase para a proteina VEGF nos animais de 17 DG, 21 DG
e 7 DPN.

A expressao de ZEB 1 esteve aumentada no 17 e 21DG em LP e nao foi
evidente tanto em NP quanto em LP no 7DPN (Figura 41). ZEB 2 esta presente
nos nucleos das células mesenquimais dispersas e ndo observamos alteracdo na
sua expressao no 17DG. Ja no 21DG e 7DPN, esta proteina esteve presente em
nucleos de células tubulares e intersticiais e sua expressao foi maior em animais
LP (Figura 42). Aparentemente somente no 7 DPN existe maior expressédo de WT1

(Figura 43).
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ZEB1 nos animais de 17 e 21 DG.

Figura 41. Imunoperoxidase para a proteina
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V. DISCUSSAO

Neste estudo foram investigados a morfologia, o perfil de expresséo global
de microRNAs e a expressdo de mRNAs e proteinas alvo, em ratos submetidos a
restricdo proteica gestacional, em diferentes periodos da ontogénese renal.
Evidéncias obtidas por estudos epidemioldgicos, experimentais e clinicos
mostraram que as origens de muitas doencas dos adultos comecam no inicio da
vida, de modo que o ambiente intrauterino regula ndo sO a trajetéria do
crescimento fetal, mas também “programa” a salude subsequente do individuo
(REYNOLDS, 2013).

O baixo peso ao nascer, marcador de ambiente intrauterino adverso,
sugere que individuos que sofreram alguma injuria durante periodos criticos do
desenvolvimento, podem alterar permanentemente estruturas e fungdes teciduais,
levando a resposta adaptativa, assim ocorre restricdo do crescimento e
consequente baixo peso ao nascer, além de terem maior probabilidade de
desenvolver doencas na idade adulta (LUCAS, 1991; WOODALL et al., 1996;
BARKER, 1997; NWAGWU et al., 2000; LANGLEY-EVANS, 2009). Nossos
resultados demonstram que os animais com 21DG, que corresponde ao dia do
nascimento, do grupo LP, tiveram menor peso em relagcdo ao grupo controle,
indicando que esses animais foram programados in utero.

Nos seres humanos, o0 baixo peso ao nascer ocorre mais frequentemente
em comunidades desfavorecidas nas quais muitas vezes ha alta incidéncia de
algumas doencas no adulto, como por exemplo doenca cardiovascular,
hipertenséo arterial, diabetes mellitus e doenca renal (LUYCKX & BRENNER,

2005).
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Todas as evidéncias sugerem que 0 peso ao nascimento deve ser utilizado
como um marcador indireto para o risco de doengas no adulto. Embora a solugéo
ideal para minimizar a morbidade seria erradicar o baixo peso ao nascer, enquanto
isso ndo € possivel, é imprescindivel aumentar os cuidados quanto aos fatores de
risco para doenca cardiovascular e renal nesses individuos com baixo peso ao
nascer (LUYCKX & BRENNER, 2005).

Além do baixo peso ao nascimento, diversos trabalhos demonstraram em
modelos experimentais de diferentes idades, redu¢cdo no numero de néfrons
(ROSTAND, 2003; KRIZ & LEHIR, 2005; LUYCKX & BRENNER, 2005; HOPPE et
al., 2007). A nefrogénese requer um equilibrio delicado entre diversos fatores que
podem ser alterados pela restricdo no crescimento intrauterino (IUGR), levando a
diminuicdo no numero de néfrons (SCHREUDER et al., 2006). Usando o mesmo
modelo aqui descrito, nosso grupo verificou anteriormente que os machos da prole
LP apresentam reducao de 28,4% no numero de nefrons no 12° dia de vida e, na
vida adulta, reducdo de 27%. Usando cultura de metanefro, observamos que a
restricdo proteica durante os primeiros 14,5 dias gestacionais reduz em 28,3% as
ramificacbes do broto uretérico em LP quando comparado ao controle
(MESQUITA et al, 2010b).

O entendimento dos mecanismos moleculares e celulares que controlam a
nefrogénese tem crescido rapidamente nos ultimos anos (COSTANTINI &
KOPAN, 2010; HENDRY et al., 2011; KOPAN et al., 2014; LITTLE & MCMAHON,
2012). Entretanto ainda ndo sdo conhecidos todos os fatores causais nem
tampouco 0s componentes e processos envolvidos nas alteracbes da génese
renal. Nos casos de programacao fetal as alteracdes na organogénese renal séo

mediadas por fatores epigenéticos que interferem na expressao génica. Sabemos
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gue os microRNAs séo reguladores importantes da expressdo génica exercendo
papel crucial nos processos de desenvolvimento em muitos tecidos, incluindo o
tecido renal (WEI, et al., 2014; TUFEKCI et al., 2014). Através do NGS, nds
determinamos todos 0s miRs que estavam diferencialmente expressos no N0Sso
modelo e também durante a diferenciagdo renal em animais controles. Tanto os
mMiRNAs quanto as redes de regulacdo obtidas nos forneceram possibilidades
gquase que infindaveis de investigacdo. Entdo considerando os achados
morfologicos e morfométricos observados no 17DG, que sao de alta relevancia no
sentido de elucidar a génese da reducdo no numero de néfrons em nosso modelo,
selecionamos os MiRNAs e seus alvos, que estdo envolvidos nos processos de
proliferacéo, diferenciacdo e apoptose para aprofundarmos os estudos.

O papel da familia do miRNA let-7, na promocéo da diferenciacao celular
tem sido amplamente estudado em varios orgaos (AMBROS, 2011; BAO et al.,
2013; BUSSING et al., 2008; COPLEY & EAVES, 2013; MEZA-SOSA et al., 2014,
ROUSH & SLACK, 2008; SOKOL, 2012). Uma funcdo que é bem conservada
dessa familia de miRNAs é participar da supressdo dos reguladores iniciais de
destino celular e promover a diferenciacdo celular a medida que o
desenvolvimento continua (NAGALAKSHMI et al., 2014). Em LP observamos
aumento de let-7a-5p no 17 e 21 DG, paralelamente a reducdo na expresséao de
c-Myc que é um dos seus alvos. Ja no 7 DPN ocorre reducéo de let-7a-5p em LP
e a expressao de c-Myc volta aos niveis observados em NP. Estudos tem
mostrado o papel das proteinas MYC na proliferacéo, crescimento, apoptose e
diferenciacdo celular, eventos cruciais durante a organogénese renal
(COUILLARD & TRUDEL, 2009). Couillard & Trudel (2009) foram os primeiros a

evidenciar que c-Myc tem papel essencial neste processo sendo crucial na fase
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final da ramificacdo do BU, pois modula a renovagdo das células progenitoras
mesenquimais promovendo a proliferacdo dessas células. Nos animais de 17 DG,
foi observado diferenca na expressao génica e proteica de c-myc, ambas estavam
reduzidas no grupo LP. Nos animais de 21DG do grupo LP observamos que a
expressao génica e proteica de c-myc ainda estava reduzida, enquanto que nos
animais com 7DPN nao observamos diferenca no mRNA, entretanto, a expressao
proteica cortical foi menor em LP. Segundo Couillard & Trudel (2009), alteracdes
na expressao de c-myc ndo afetam estagios inicias do desenvolvimento renal, mas
causam reducdo no tamanho do rim. Considerando o papel de c-myc como
ativador da proliferacéo, no 17 DG observamos reducédo de KI-67 no CM. Assim,
podemos supor que o aumento de let-7a-5p paralelamente a reducéo de c-Myc
estao envolvidos na reducéo no numero de células six2* nos CMs.

No 7 DPN, let-7a-5p esta reduzido, c-Myc passa a se expressar de forma
compativel com NP e a expressdo de Ciclina A e Pcna estdo aumentadas.
Entretanto a expressao de Mki67 esta similar a observada em NP. Como Pcna é
expressa nas fases Gie S do ciclo celular, Ciclina A nas fases S e G, e Mki67 nas
fases Gi1, S, G2 e mitose, ndo conseguimos explicar a discrepancia entre eles no
7DPN. Com relacéo a participacao do let-7a-5p na regulacdo da apoptose nao
encontramos correlacao entre as variacbes em seu conteldo e a expressao de
Casp 3 e Bcl2, sabidamente envolvidos no processo de apoptose (Figura 46).

Recentemente foi demonstrado que Igfl suprime a expressao de Bim em
mieloma (BRUYNE et al., 2010), entretanto, n6s ndo observamos alteracfes em
Bim moduladas por ele (Figuras 44-46).

Bim é uma proteina pré-apoptética que se liga a Bcl2 que é anti-apoptotico,

promovendo a liberacdo de Bax que atua na: 1) formagdo de poro,
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permeabilizando a membrana externa mitocondrial, 2) liberagao de citocromo c e
3) ativacéo de caspases levando a apoptose (EWINGS et al., 2007). Somente no
7 DPN temos a ativagao da via toda com aumento do mRNA para Bim, entretanto
ndo parece ter sido modulada pelo miR-181a-5p, ja que sua expressao ja estava
aumentada em LP (17 e 21 DG) sem que houvesse alteragdo em Bim. De qualquer
forma, o aumento neste miRNA regulou positivamente a expressédo de Bim. Bim
também pode induzir a apoptose via c-myc. Um crescente corpo de evidéncias
apoia um papel central para a familia de proteinas da familia BCL2 na mediacéo
da apoptose induzido por MYC (MURPHY & MUTHALAGU, 2015).

Quanto as divergéncias entre os resultados obtidos apos a analise da
expressao génica e os resultados esperados, baseado na andlise de expressao
dos miRNAs correspondentes, podemos considerar diversos fatores.
Primeiramente, alguns estudos sugerem que, em determinadas circunstancias, os
mMiRNAs podem atuar como reguladores positivos da transcricdo génica
(JOPLING et al., 2005; VASUDEVAN et al., 2007, OROM et al, 2008; ZHANG et
al, 2014). Além disso, € evidente na literatura que mesmo os algoritmos melhores
avaliados falham na identificacdo de parcela das interacdes ente 0 miRNAs e
genes preditos (RECZKO et al., 2012). A predicdo de alvos para os miRNAs
consegue identificar aproximadamente 60% de todos os alvos disponiveis, sendo
gue a cada trés alvos preditos, apenas um alvo é validado (VLACHOS &
HATZIGEORGIOU, 2013). E, finalmente, os miRNAs integram uma complexa
rede de regulacdo da expressdo génica e apresentam potencial de regulacédo de
grande parte do transcriptoma (ZHAO & SRIVASTAVA, 2008). Assim, cada

MiRNA pode regular a expressao de diversos mRNAs alvos e a expressdo de
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cada mRNA pode ser potencialmente regulada por diversos miRNAs (ENRIGHT
et al., 2003; VAN ROOIJI et al., 2008).

A familia do miR-181 é formada por 4 membros altamente conservados, o
miR-181a, miR-181b, miR-181c e o miR-181d. miR-181a pertence a familia dos
miR-181 e a sua sequéncia génica € altamente conservada (YAMASHITA et al.,
2009). No glioma, miR-181a desempenha papel de gene supressor de tumor,
inibindo a proliferacdo e migracdo de células tumorais e induzindo apoptose
celular (ZHU et al., 2010). Estudos anteriores indicaram que o miR-181a esta
intimamente relacionado com a apoptose das células cancerosas (HUANG et al.,
2015; CARRIERI et al., 2015). Embora miR-181a tenha muitos genes alvos
(FELICES et. al., 2011; YU et al., 2011) e como os genes-alvo associados com
apoptose em nosso modelo ndo estdo bem claros, entdo através de predicao
bioinformatica, e dentre os elegidos, temos Bim e Bcl2, que sdo genes alvos
potenciais de miR-181a (LI et al., 2016). LI et al (2016), em um modelo de leséo
pulmonar aguda, encontrou que quando miR-181a esta superexpresso, o nivel da
proteina Bcl2 esta diminuido. E o inverso é verdadeiro, a inibicdo do miR-181a
aumentou os niveis de Bcl2. Bcl2 € um gene anti-apoptético, que pertence a
familia BCL. Esta familia de proteinas é subdividida em anticorpos antiapoptéticos
(BCL2, BCLXL, MCL1 e Al), e pro-apoptoticos (BIM, BID, BAD, PUMA e NOXA)
e proteinas efetoras, BAX e BAK (MURPHY & MUTHALAGU, 2015). As proteinas
da familia BCL desempenham um papel importante no processo de apoptose
celular. BCL-2 pode prevenir a liberacédo de citocromo C de mitocéndrias, e, em
seguida, inibir a ativacdo de Casp 3 para inibir a apoptose celular (KORSMEYER
& SCORRANO, 2003). Nossos resultados mostraram aumento na expressao do

miR-181a-5p nos trés tempos estudados, e aumento, tanto génico quanto
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proteico, de Bcl2 nos animais LP de 21 DG e 7 DPN, assim Bcl2 e a Bim, nao
parecem ser modulados apenas por este miRNA. miR-181a-5p parece regular
positivamente um outro alvo, o Tgfbl, cujos mMRNA e proteina também

aumentaram em LP (Figuras 44-46).
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O grupo de Lv (2014) demonstrou a capacidade do miR-181c em regular
negativamente a expressdo de Six2, restringir a proliferacdo e promover a

apoptose, e ainda fez com que as células do MM perdessem seu fenétipo
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progenitor, sugerindo um potencial papel do miR-181c durante o desenvolvimento
renal. Nossos resultados indicam que o miR-181c-3p modula positivamente a
expressao proteica de SIX2 no CM e de mRNA para Notchl. Desta forma, no 17
DG sua expressédo esta aumentada em LP paralelamente a reducdo de Six 2 no
CM e do mRNA para Notchl. Contrariamente, no 21 DG sua expressdo esta
aumentada em LP, paralelamente ao aumento de mRNA para Six2 e Notchl. Bcl2,
uma proteina anti-apoptotica, também € alvo deste miRNA, e tanto a expressao

génica quanto proteica esta aumentada em LP no 21 DG (Figuras 44-46).
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A expressdo reduzida de Six2 é necessario para a diferenciacdo dos
progenitores de néfrons, e a sinalizacdo de Notch é fundamental e suficiente para
regular negativamente Six2. A descoberta de que Notch esta envolvida na
regulacdo negativa de Six2, sugere que a sinalizagédo de Notch tem um profundo
impacto na rede de regulacdo génica que governa a manutencdo das células
progenitoras de néfron (CHENG et al., 2007, 2003). A sinalizacdo de Wnt/B-
catenina inicia a diferenciacdo de progenitores de néfron, mesmo que a
sinalizacdo de Wnt/B-catenina seja também importante para a manutencéo de
progenitores de nefron (BROWN et al., 2015). Recentemente, foi sugerido que a
sinalizacdo de Notch pode servir como um gatilho para a diferenciacdo de
progenitores de néfron (CHUNG et al., 2016). Nos animais LP com 7DPN, nao foi
observado expressdo do mRNA para Six2, e a expressdo de Notchl esta
aumentada, entdo podemos supor que Notch regulou negativamente Six2, para
consequente diferenciacéo (Figuras 44-46).

Um estudo mostrou que superexpressdo do miR-199a-5p reduz a
proliferacdo de células cisticas e induz a apoptose, além de controlar o ciclo
celular (SUN et al., 2015). Ao 17 DG a expressao do miR-199a-5p esta reduzida
em LP e a transcricdo de Mki67 esta aumentada. Neste mesmo periodo o mRNA
de Map2k2 estda aumentado, entretanto no 7DPN continua aumentado sem que
tenha havido reducédo deste miRNA. Também VEGF ndo parece ser modulado
apenas por este miRNA, nem tampouco Igfl e Bcl2.

Xiang e colaboradores (2016) foram os primeiros a demonstrar que a
expressdo do miR-144 estava diminuida em células de carcinoma renal,
semelhante as células de cancer de pulméo, onde a expressdo desse miRNA

também estd reduzida (CHEN et al., 2015). Eles também mostraram, que a
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superexpressdo do miR-144 suprime a proliferacdo das células do carcinoma
renal e, obviamente, reduziu a proporcéo da fase G2/M, enquanto que a inibicao
do miR-144 promoveu a proliferacdo celular, e aumentou a porcentagem de
células da fase G2/M. Nossos resultados mostram diminuicdo da expresséo do
miR-144-3p nos animais LP de 17 DG, sugerindo entdo, que ele pode estar
induzindo a proliferagdo celular. Nos animais de 21 DG ndo encontramos
diferenca e nos animais de 7 DPN ele n&o foi expresso. No cancer renal, a via da
MTOR desempenha um papel patogénico importante na proliferacdo e na
resposta apoptotica durante o desenvolvimento tumoral (RIBBACK et al., 2015;
BAILEY et al., 2014). O grupo de Xiang (2016) demonstrou uma importante
correlacdo molecular entre miR-144 e mTOR. Observaram que a superexpressao
do miR-144 inibe a expressdo de mTOR, génica e proteica, e a correlagdo inversa
€ verdadeira, a menor expressao do miR-144 aumenta expressao do mRNA para
MTOR. Nijland e colaboradores (2007) demonstraram que a via de sinalizacdo da
MTOR é fundamental para o nimero de néfrons diminuido, no rim fetal de
babuinos, cujo as maes foram submetidas a restricdo de nutrientes (Figuras 44-
46).

Nossos animais de 17 DG a expressdo de mTOR esta aumentada nos
animais LP, com 21 DG a expressdo de LP é igual ao NP, e com 7 DPN a
expressdo de mTOR esta reduzida. Isso sugere que mTOR esta sendo regulada
pelo miR-144, mas ndo so por ele, para promover a proliferacéo celular.

O miR-298 patrticipa na regulacdo na resposta a insulina, e em processos
como sobrevivéncia e proliferacao (WHITE, 2002). Em um estudo com células a
do pancreas, foi mostrado que o miR-298-5p controla a via de sinalizacdo do

IGF1R, que é conhecido por promover a resisténcia a apoptose através de
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diferentes mecanismos como, pelo aumento dos niveis de BCL2, um anti-
apoptotico; ou inativando proteinas pré-apoptoticas (BAX e CASP9); ou
estimulando a via das MAPKs. Assim, demonstram que a regulagdo negativa
desse miRNA, nessas células a do pancreas, induz ao aumento da expressao de
IGFRB e TNFa (BARBAGALLO et al., 2013). Nés observamos diferenca na
expressdo desse miRNA apenas nos animais LP de 21 DG, cuja expresséao estava
aumentada e nesses animais a expressdao do mRNA para Igfl e Bax também
estava aumentado. Entdo, é possivel que a regulacado positiva do miR-298 esteja
influenciando o controle da apoptose via Bax e Igfl, mais estudos sdo necessarios
para concluir ao certo o papel da modelacdo do miR-298-5p no nosso modelo.

O miR-127 tem como um de seus alvos o proto-oncogene Bcl6 (SAITO et
al., 2006). Pan e colaboradores (2012), mostram, que em células do figado,
guando o miR-127 estava menos expresso era observado aumento da
proliferacdo celular, e quando estavam superexpressos a proliferacdo estava
inibida. Esses dados sugerem um papel importante do miR-127 na proliferacéo,
diferenciacdo e desenvolvimento (CHEN et al., 2013). A reducao de miR 127-3p
no 17 DG em animais LP foi acompanhada pelo aumento do mRNA para Mki67 e,
exceto no cap, a proteina também estava aumentada. Entretanto o aumento na
expressao deste miRNA no 21 DG, ndo alterou a expressao de Mki67 (Figuras44-
46). Além disso, o grupo de CHEN (2013) classificou esse miRNA como um novo
regulador de senescéncia celular, via Bcl6 e no 17DG sua reducdo esteve
associada ao aumento de Bcl-6. Contudo no 21 DG e no 7 DPN seu aumento ou
retorno ao padrdo observado em NP néo interferiram na expresséo de Bcl-6 que
continuou elevada em LP. Tampouco PRDM1 pareceu estar sendo modulado

apenas por este miRNA.



109

A expressdo de Prdml estd aumentada em LP no 21 DG e no 7 DPN.
Prdml (Positive Regulatory domain containing 1) atua como uma histona
metiltransferase ou recruta outras enzimas modificadoras de histonas para
promotores ligantes especificos. Elas agem simultaneamente em diversos pontos
do genoma, e exibem atividade contexto dependente. Estas caracteristicas Ihes
conferem capacidade para direcionar e manter estados de transicdo nas células
e para modificar a transcricdo de vias de sinalizacao pleiotréficas durante o
desenvolvimento. Evidéncias sugerem que os fatores PRDM direcionam o
destino celular promovendo uma programacao para um tipo celular especifico e
reprimindo diferenciacbes alternativas que a célula poderia adquirir.
Adicionalmente Prdml tem papel chave na geracdo de células pluripotentes
(HOHENAUER & MOORE, 2012).

Neste estudo também observamos que os animais do grupo LP, com 17
DG e 21 DG, apresentaram reducdo na area nefrogénica, corroborando os
achados de Menendez-Castro e colaboradores (2013), que observaram que tanto
a capacidade proliferativa quanto a zona nefrogénica estavam significantemente

reduzida nos animais que sofreram restricdo proteica (racdo contendo 8.4% de
caseina) gestacional emrelacéo aos controles. NOos também observamos reducéo

significativa de células marcadas positivamente para ki67, no CM, nos animais LP
de 17 e 21 DG.

Six2 é considerado marcador de células tronco nefroprogenitoras
(HERZLINGER et al., 1992; SARIOLA, 2002; NISHINAKAMURA e OSAFUNE,
2006; BOYLE et al., 2008) e sua expressdo é mantida apenas durante o
desenvolvimento renal (OLIVER et al., 1995), ndo sendo expresso no rim de

adultos (HUMPHREYS et al., 2008). Além disso, Six2 é necessario para manter
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a populacdo de células progenitoras de néfron e controlar o destino dessa
populacdo de células, suprimindo sinais que induzem a diferenciacédo epitelial e
mantendo disponivel o pool de células do blastema em estagio indiferenciado
(SELF et al., 2006). Apesar de nao encontrarmos diferenca significativa na
expressdo do gene Six2, pela imunoflorescéncia observarmos reducéo
significativa tanto na intensidade da fluorescéncia quanto no niumero de células
do CM marcadas para SIX2, nos animais do grupo que sofreram restricdo proteica
gestacional. Assim podemos supor a ocorréncia de modulacdo pés-transcricional
levando a reducdo na expressao proteica de Six2 nos animais LP no 17DG.
Surpreendentemente, a reducédo nas células positivas para SIX2 foi de 28%, a
mesma proporcado observada quanto a reducdo no numero de néfrons neste
modelo. No 21DG os animais do grupo LP apresentaram reducéo de 27,7% no
numero de células positivas para Six2 nos CM. A deficiéncia de Six2 durante o
desenvolvimento pré-natal tem sido associada a reducdo no numero de néfrons,
hipertenséo e faléncia renal cronica (FOGELGREN et al, 2009). Novamente nao
observamos em LP coeréncia entre a expressdo génica e proteica de Six2 no
21DG. Entretanto, quando observamos a imunohistoquimica constatamos
aumento de SIX2 nas vesiculas.

Couillard & Trudel (2009), associaram a diminuicdo das células do CM
positivas para c-myc e six2 com a reducao na taxa de proliferacdo celular em rins
dos camundongos transgénicos para c-myc. Nossos animais com 17 DG do grupo
LP, também apresentaram reducdo significativa na proliferacdo das células
progenitoras do CM, além de diminuicdo das células positivas para c-myc. Esses
autores argumentam que, c-myc regula indiretamente a diferenciacao renal, ja que

modula o tamanho da populagédo de células do CM que podem, posteriormente,
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sofrer diferenciacdo. Normalmente somente quando um pool suficiente de células
do CM ¢é alcancado, a nefrogénese pode prosseguir (Couillard & Trudel, 2009).
Desta forma podemos afirmar que j& no 17° dia gestacional temos este pool
reduzido em 28% no CM dos animais LP e esta reducdo permanece até o 21 DG,
0 que ir4 repercutir na porcentagem de nefrons no adulto. Outra caracteristica
morfolégica observada foi a existéncia de grandes espacos ocupados por matriz
extracelular nos rins de animais LP no 21DG e 7DPN. A expressdo de mRNA para
colageno | esta aumentada nestes dois periodos estudados parecendo haver
preenchimento com estroma devido a falta de parénquima nos animais LP.

O fator de transcricdo ZEB1, € um marcador de transicdo epitélio
mesenquimal (EMT) (VANNIER et al., 2013; EGGERS et al., 2016, SENE et al,
dados nédo publicados), essa transicdo € promovida através da supressdo de
marcadores epiteliais, como a e-caderina, e de miRNAS da familia miR-200
(VANNIER et al.,, 2013). Aléem desse papel, Zebl, tem uma funcdo critica na
organogénese animal (GONG & EULENBERG, 2001) e na regulacdo da
proliferacdo celular mesenquimal (LIU et al.,, 2008). Recentemente, Gu e
colaboradores (2016) demonstraram que Zebl e Six2 apresentam padrdes
idénticos de expressdo em fases distintas da organogénese renal indicando a
existéncia de uma rede complexa de regulacdo entre estas duas proteinas.
Demonstraram ainda que Zebl, em associacdo com aumento na expressao de
Six2 e reducao na expressao de c-myc, promove proliferacéo e inibe apoptose e
migracdo de células do CM. Nos animais de 21 DG do grupo LP, a expresséao
proteica e génica de Six2 estava maior do que nos animais controle,

paralelamente a reducdo na expressao de c-Myc, entdo esses achados
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corroboram os dados do grupo de Gu et al. (2016). Além disso, 0 aumento nas
células positivas para Ki67 em LP é patente, tanto no 17° quanto no 21° DG.

ZEB2 é um fator de transcricdo que regula a morfogénese dos nefrons
atuando no desenvolvimento dos tdbulos proximais e na formacdo da juncéo
glomérulo-tubular (Rasouly et al, 2016). O mRNA para Zeb 2 estd aumentado em
LP nas trés fases do desenvolvimento estudadas sugerindo estimulo a
diferenciacado em detrimento da proliferagcao.

Tem sido sugerido que a sinalizagéo por mTOR desempenha papel central
na percepcao e resposta a disponibilidade de nutrientes intracelulares (Marshall,
2006). Desta forma, esta via certamente estaria envolvida nas respostas celulares
a restricdo de nutrientes maternos em LP. Como citado anteriormente o aumento
de mTOR foi fundamental na reducdo do numero de néfrons no rim fetal de
babuinos, cujo as mées foram submetidas a restricdo de nutrientes (Nijland et al,
2007). A expressao do mRNA para mTOR no 17DG estava extremamente
aumentada em LP e cai abruptamente até o 7DPN, embora esteja ainda
aumentada no 21DG. Acreditamos que o retorno das maes a racado normoproteica
apOs o nascimento da prole com consequente aumento na disponibilidade de
nutrientes para os filhotes possa estar envolvido na reducdo do mRNA para esta
proteina no 7DPN.

Um evento downstream da via da mTOR inclui a sinalizacdo por VEGF.
VEGF estimula o desenvolvimento vascular e epitelial durante o desenvolvimento
renal sendo um morfogénico das ramificacbes do BU (MARLIER et al., 2009).
Nijland e colaboradores (2007) observaram reducdo de VEGF paralelamente a
reducédo de capilares peritubulares no rim fetal de babuinos, cujo as maes foram

submetidas a restricdo de nutrientes. Nossos estudos demonstraram reducéo
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significativa do mRNA para VEGF no 17DG e aumento no 21DG e 7DPN,
reforcando a hipétese que existe uma reducao inicial das ramificacdes do BU
paralelamente a reducdo das células do CM, e que no 21DG existe uma retomada
do crescimento renal.

Varios estudos mostram a importancia da regulacdo da apoptose, para o
desenvolvimento renal, sendo que seu excesso ou diminuicdo durante o
desenvolvimento pode resultar em anormalidades como hipoplasia renal, por
exemplo (SORENSON et al.,, 1995; PORTEOUS et al, 2000). Portanto a
regulacdo adequada da apoptose € essencial para a nefrogénese normal, bem
como para a manutencéo da funcéo renal normal no adulto. A restricdo proteica
gestacional em ratos foi associada ao aumento de apoptose no mesénquima
metanefrogénico e reducdo no nimero de células progenitoras durante a vida
embrionaria (WELHAM et al., 2002). Sabendo-se que membros da familia Bcl,
como Bcl-2 e Bax, regulam a apoptose, nés avaliamos a expressao génica de Bcl-
2 e Bax ao longo do desenvolvimento, e obtivemos aumento significativo na
expressao génica e proteica de Bcl-2 nos animais LP com 21 DG e 7 DPN
comparativamente a NP. Em relacdo a Bax, nas trés idades os animais do grupo
LP, tiveram maior expressdao quando comparados aos controles. Welham e
colaboradores (2005) também observaram aumento na expresséo de Bcl2 e Bax
nos animais de 13 dias gestacionais, que sofreram restricdo proteica gestacional,
tanto na dieta com restricdo de 6% quanto na restricdo de 9% de proteina, em
relacdo aos controles. Esse mesmo autor em 2002 relatou que a dieta materna
com restricdo proteica, aumentou a apoptose no inicio da metanefrogénese
levando a reducdo no numero de células progenitoras. Também observamos

aumento de caspase 3 nos animais LP nos periodos estudados.
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Como haviamos observado reducdo de 28,3% nas ramificacfes do broto
uretérico apos 14,5 dias de restricdo proteica gestacional (MESQUITA et al,
2010b) analisamos a expressao génica do receptor tirosina quinase c-ret, que é
expresso pelas células do BU e, quando ativado por GDNF, induz ramifica¢des do
BU (DAVIS et al., 2014). Entretanto, no 17 DG observamos aumento significativo
no MRNA codificante de c-ret que, teoricamente levaria ao aumento nas
ramificagbes do BU, mas como ndo observamos diferenca na expressao de
GDNF, nesse periodo, € plausivel supor que, apesar do aumento de c-Ret, ndo
esta ocorrendo aumento de ramificagdes. Entretanto, nos animais LP de 21 DG,
a expressao génica tanto de c-Ret quanto de GDNF esta aumentada, podendo
indicar um mecanismo de compensacdo, para tentar reestabelecer as
ramificacGes. Entretanto ndo sabemos se a expressao destas proteinas também
estd aumentada. De qualquer forma fica evidente a relacéo entre a expressao de
six2 e GDNF nos 3 tempos estudados. Brodbeck e colaboradores (2004)
demonstraram que Six2 regula a transcricdo de Gdnf. Desta forma, a reducao de
28% nas células positivas para six2 poderia repercurtir, na mesma proporcao, em
reducdo de GDNF que, por sua vez, atuaria na reducdo de 28,3% das
ramificacBes do broto uretérico que observamos anteriormente (MESQUITA et al,
2010b).

B-catenina interage com Smadl e Smad4 formando um complexo
transcricional (HU et al., 2003) que controla c-myc que, por sua vez regula a
proliferacéo e a diferenciacao do epitélio tubular renal (HU & ROSENBLUM, 2005).
Tem sido demonstrado que B-catenina participa de uma via de sinalizacdo que
controla o tamanho dos 6Orgdos. Esta proteina modula a populacdo de células

progenitoras do CM e junto a um complexo transcricional se liga a regido
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promotora do gene anti-apoptético bcl2l1, no rim em desenvolvimento (BOIVIN &
BRIDGEWATER, 2014). Além disso, B-catenina interage com o receptor c-ret que,
quando é estimulado por GDNF, libera-a no citosol e a p-catenina migra para o
ndcleo das células do BU (SARIN et al., 2014). Além de sua participacdo na
elongacdo do duto de Wolffian, a B-catenina € essencial para que ocorram
ramificacéo e diferenciacéo do BU (BRIDGEWATER et al., 2008; MAROSE et al.,
2008). Entretanto, Bridgewater e colaboradores (2011) demostraram que o
aumento na expressao de B-catenina levou ao aumento na expressao de TGFB1
nas células epiteliais inibindo ramificacbes do BU e causando diferenciacao
prematura das células progenitoras do CM.

Diversos estudos demonstram que o aumento da expressao de [-catenina
no CM interrompe as ramificacdes do BU e a nefrogénese pela desregulacéao de
genes importantes durante o desenvolvimento renal (BOIVIN et al, 2015).
Observamos que expressdo génica e proteica de B-catenina esta aumentada
durante os periodos estudados do desenvolvimento renal nos animais LP. Durante
o desenvolvimento renal a -catenina é expressa tanto no BU quanto no CM
modulando a programacao génica que rege novos brotamento e ramificacdo do
BU e a nefrogénese. Em LP no 17 DG é evidente o aumento de beta catenina no
BU, no citosol, enquanto que no NP a localizacdo é no nucleo. No CM também
observamos marcacéo para beta catenina e ndo no NP. O mesmo foi observado
no 21 DG e no 7 DPN onde a marcacao ocorreu em tubulos distais e coletores.

Enfim, obtivemos grande quantidade de resultados envolvendo
microRNAs, mRNAs e proteinas cuja interpretacdo nos abre uma série de
possibilidades que necessitam estudos adicionais para comprovacdo. Mesmo

guanto ao processo de nefrogénese normal que ja foi amplamente estudado por
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diversos autores (MUGFORD et al., 2009; COSTANTINI & KOPAN, 2010; LITTLE
& MCMAHON, 2012;), pouco se sabe sobre os mecanismos que determinam o
namero de néfrons. Isso é uma questao particularmente importante, visto que o
baixo niumero de néfrons, € um fator de risco para hipertensdo e doenca renal
cronica (BENZ et al.,, 2011; HOY et al., 2006; LUYCKX & BRENNER, 2005;
SCHREUDER, 2012). Nosso estudo visou elucidar a participacdo dos miRNAs na
regulacdo génica dos genes-chaves, envolvidos nos processos de proliferacao,
diferenciacdo e apoptose, que sao essenciais no desenvolvimento renal,
objetivando esclarecer os mecanismos envolvidos na génese renal que levam ao

menor nimero de néfrons no nosso modelo de restricdo proteica gestacional.
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CONCLUSOES

Os principais achados:

No 17 DG:

Reducdo da area renal total, da &rea nefrogénica e de células em
proliferacao;

Alteracao na expresséo de seis microRNAs com aumento da expresséo de
miR-181a-5p, miR-181c-3p e o let-7a-5p e reducdo de miR-127-3p, 0 miR-
144-3p e o miR-199a-5p; No CM, reducdo do mRNA para Notchl e
diminuicdo pos-transcricional na proteina Six2, que levou a reducéao de
28% das células tronco.

A expressao reduzida de Six2 e o aumento de B-catenina e ZEB2 induziram
diferenciacdo prematura destas células do CM. O aumento de ZEB1
induziu reducao de c-myc e da proliferacao celular. Ocorreu ainda, aumento
de Bim, Bax e caspase 3 sugerindo aumento de apoptose;

No BU, aumento de -catenina e mTOR com reducéo de VEGF e c-myc,
sendo que estas mudancas redundam na acao de reduzir as ramificacao

do BU

No 21 DG:

e Reducao no peso dos filhotes machos no 21DG;

e Reducao da area nefrogénica.e dos rins;

e O miR-127-3p, miR-298-5p, let-7a-5p, miR-181a-5p e 0 miR-181c-3p
estdo com sua expressao aumentada nos animais LP de 21 DG.

e No CM, aumento do mRNA para Notchl, c-myc e de Six2, embora
hovesse reducdo de 27,7% das células tronco. B-catenina e ZEB2

continuam aumentadas induzindo diferenciacdo destas células do CM.
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Ocorreu ainda, aumento de Bcl-2, Bax e caspase 3 sugerindo aumento
de apoptose. Six2 levou ao aumeto na expressdo de Gdnf;

e No BU atuam o aumento do VEGF e de c-ret que pelo aumento de
GDNF restabelece os brotamentos do BU, embora a expressao de B-
catenina e mTor, que reduzem as ramificacdes ainda esteja aumentada.
A expressédo de Zeb 2 e PRDML1 est4 elevada induzindo a diferenciagéo.

No 7 DPN:

e Expressdo maior do miR-181a-5p e menor de let-7a-5p;

¢ mTOR esta regulada negativamente e Bax, Bim, Casp3, Coll, Gdnf,
Tgfb1, Bcl2, Bcl6, Ciclina A, Map2k2, Prdm1, Vegf, B-Catenina, Zebl,

Zeb2, Notchl e Igfl estédo regulados positivamente.

Estes resultados demonstram que os miRNAs, os mRNAs e as proteinas
aqui investigados, estdo modificados nos animais LP com 17DG acarretando na
reducédo da inducéo reciproca entre o CM e BU e, consequentemente, do nimero
de néfrons. Proteinas responsaveis pelo controle do tamanho dos rins estao
alteradas, levando a reducédo deste 6rgdo. Grande parte dos mRNAs e proteinas
tem a expressao aumentada no 21DG e no 7DPN, a maioria com acéo positiva a
nefrogénese, sugerindo acdo compensatdria para recuperacdo ho
desenvolvimento renal. Existe uma rede intrincada e finamente regulada

mediando as alteracdes renais provocadas pela restricdo proteica gestacional.
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Anexo 2

Tabela 5: Conjunto de listas de miRNAs diferencialmente expressos em
diferentes comparacgdes (p<0.05).

NP (21DG) vs. LP (21DG)

NP (7DPN) vs. LP (7DPN)

NP (17 DG) vs. LP (17DG)
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rno-mir-10b
rno-let-7f-2
rno-mir-19b-1
rno-mir-152
rno-mir-149
rno-miR-326-3p
rno-miR-615
rno-let-7f-5p
rno-mir-298
rno-let-7i
rno-mir-196b-2
rno-mir-127
rno-let-7g-5p
rno-let-7e-3p
rno-miR-127-3p
rno-miR-98-5p
rno-miR-103-3p
rno-mir-423
rno-miR-451-5p
rno-mir-196b-2
rno-mir-103-1

rno-mir-10b
rno-mir-151
rno-mir-214
rno-miR-298-5p
rno-mir-148a
rno-mir-143
rno-mir-351-1
rno-miR-1249
rno-mir-10b
rno-mir-92a-1
rno-mir-351-2
rno-mir-504
rno-mir-30d
rno-mir-181a-1
rno-mir-181b-2
rno-miR-181a-5p
rno-mir-92a-1
rno-mir-143
rno-miR-199a-3p
rno-mir-222
rno-miR-125a-5p
rno-miR-486
rno-miR-26b-5p
rno-mir-328a
rno-mir-351-1
rno-mir-30d
rno-miR-143-3p
rno-mir-196b-2
rno-mir-99b
rno-mir-92a-1
rno-let-7i
rno-mir-214
rno-mir-205
rno-mir-151
rno-mir-214
rno-mir-125a
rno-miR-151-3p

rno-mir-199a
rno-mir-181a-2
rno-miR-136-3p
rno-let-7g-5p
rno-mir-181a-2
rno-mir-298
rno-miR-144-3p
rno-miR-298-5p
rno-mir-541
rno-mir-351-2
rno-mir-127
rno-mir-374
rno-miR-183-5p
rno-miR-181d-5p
rno-mir-127
rno-miR-455-3p
rno-mir-181b-1
rno-mir-130b
rno-mir-181a-2
rno-miR-320-3p
rno-miR-376b-3p
rno-mir-451
rno-miR-151-3p
rno-mir-341
rno-miR-181c-3p
rno-mir-451
rno-mir-214
rno-mir-144
rno-mir-148b
rno-mir-351-2
rno-mir-130b
rno-mir-541
rno-miR-195-3p
rno-mir-10a
rno-miR-1298
rno-miR-92b-3p
rno-mir-146a




NP (21DG) vs. NP (7DPN)

rno-let-7a-5p
rno-mir-148a
rno-miR-148a-3p
rno-mir-125a
rno-mir-125a
rno-miR-125b-5p
rno-mir-143
rno-mir-30c-1
rno-mir-30d
rno-mir-9a-2
rno-mir-423
rno-mir-484
rno-mir-10b
rno-mir-92a-2
rno-mir-486
rno-mir-23a
rno-miR-196b-5p
rno-mir-148b
rno-let-7e
rno-miR-17-1-3p
rno-mir-196b-1
rno-let-7b
rno-mir-322-1
rno-mir-196a
rno-mir-351-1
rno-mir-10a
rno-mir-298
rno-mir-351-2
rno-mir-542-3
rno-mir-351-1
rno-mir-9a-1
rno-miR-146b-5p
rno-let-7i
rno-mir-10a
rno-miR-149-5p
rno-mir-181a-1
rno-mir-26b

NP (21DG) vs. NP (17DG)

rno-mir-504
rno-let-7b-5p
rno-let-7f-5p
rno-mir-125a
rno-miR-410-3p
rno-miR-541-5p
rno-mir-140

NP (7DPN) vs. NP (17DG)

rno-miR-192-5p
rno-mir-192
rno-miR-298-5p

rno-mir-30a
rno-miR-192-5p
rno-mir-10a

rno-miR-192-5p
rno-mir-30a
rno-mir-192
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rno-let-7i-5p
rno-mir-192
rno-mir-181a-2
rno-mir-30d
rno-mir-181a-1
rno-mir-298
rno-mir-30a
rno-mir-30a
rno-miR-194-5p
rno-miR-181a-5p
rno-mir-192
rno-mir-130b
rno-mir-182
rno-miR-98-5p
rno-miR-30c-5p
rno-mir-143
rno-mir-92a-2
rno-miR-181c-5p
rno-mir-21
rno-mir-192
rno-mir-143
rno-miR-182
rno-miR-143-3p
rno-mir-181a-1
rno-miR-30d-5p
rno-mir-92a-1
rno-mir-30e
rno-mir-10b
rno-miR-22-3p
rno-mir-92a-1
rno-mir-10a
rno-mir-186
rno-miR-130b-5p
rno-mir-143
rno-mir-351-1
rno-miR-17-5p
rno-mir-27b
rno-miR-196a-5p
rno-mir-192
rno-miR-9a-5p
rno-mir-181b-2
rno-miR-130b-3p
rno-mir-451
rno-mir-143
rno-mir-130b
rno-miR-335

rno-mir-30a
rno-mir-23b
rno-miR-298-5p
rno-let-7c-5p
rno-let-7b-5p
rno-mir-143
rno-mir-143
rno-miR-30a-5p
rno-let-7g-5p
rno-mir-10a
rno-mir-30a
rno-mir-92a-1
rno-mir-26b
rno-miR-22-3p
rno-mir-23b
rno-miR-27b-3p
rno-mir-27b
rno-miR-30c-5p
rno-mir-23b
rno-let-7a-5p
rno-miR-26a-5p
rno-mir-92a-2
rno-miR-375-3p
rno-miR-98-5p
rno-miR-181c-5p
rno-mir-182
rno-mir-378a
rno-mir-92a-1
rno-mir-30a
rno-let-7f-1
rno-mir-421
rno-let-7f-5p
rno-let-7f-2
rno-miR-182
rno-let-7i-5p
rno-mir-10a
rno-let-7i
rno-mir-92a-2
rno-mir-143
rno-mir-181a-1
rno-mir-183
rno-miR-181a-5p
rno-mir-92a-1
rno-mir-298
rno-miR-378a-3p
rno-mir-10a

rno-miR-22-3p
rno-miR-298-5p
rno-mir-92a-2
rno-mir-30a
rno-mir-143
rno-miR-30c-5p
rno-mir-181a-1
rno-mir-143
rno-miR-30a-5p
rno-mir-30a
rno-mir-92a-1
rno-mir-298
rno-mir-182
rno-miR-182
rno-mir-92a-2
rno-mir-192
rno-mir-143
rno-mir-181a-2
rno-miR-143-3p
rno-miR-181a-5p
rno-mir-30d
rno-miR-181c-5p
rno-mir-182
rno-miR-194-5p
rno-mir-27b
rno-mir-192
rno-mir-10a
rno-mir-199a
rno-mir-421
rno-mir-130b
rno-mir-130b
rno-miR-130b-5p
rno-let-7f-1
rno-mir-92a-1
rno-let-7b-5p
rno-mir-30c-2
rno-miR-30b-5p
rno-miR-21-5p
rno-mir-183
rno-miR-378a-3p
rno-mir-298
rno-let-7b
rno-mir-23b
rno-miR-17-5p
rno-mir-23b
rno-mir-181a-1
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rno-mir-181c
rno-mir-298
rno-mir-10b
rno-mir-17-1
rno-mir-130b
rno-mir-335
rno-miR-30a-5p
rno-miR-30b-5p
rno-mir-30d
rno-miR-145-5p
rno-miR-25-3p
rno-mir-182
rno-mir-181a-2
rno-miR-23a-3p
rno-let-7b
rno-mir-10a
rno-mir-10b
rno-mir-92a-2
rno-mir-30e
rno-miR-21-5p
rno-mir-181d
rno-mir-30c-1
rno-miR-340-5p
rno-mir-30c-2
rno-miR-150-5p
rno-mir-126a
rno-mir-181a-2
rno-miR-92a-3p
rno-mir-182
rno-miR-378a-3p
rno-mir-125a
rno-mir-10a
rno-mir-378a
rno-mir-101a
rno-miR-92a-1-5p
rno-mir-126a
rno-let-7i
rno-miR-23b-3p
rno-mir-181a-2
rno-mir-200a
rno-miR-20a-5p
rno-miR-200a-3p
rno-let-7a-2
rno-mir-351-1
rno-mir-181a-2
rno-mir-183

rno-let-7a-1
rno-mir-192
rno-let-7i
rno-mir-10a
rno-mir-199a
rno-mir-676
rno-mir-151
rno-mir-92a-1
rno-mir-192
rno-mir-351-2
rno-miR-411-5p
rno-miR-143-3p
rno-mir-182
rno-mir-298
rno-miR-130b-5p
rno-let-7g
rno-let-7c-1
rno-miR-25-3p
rno-let-7d-5p
rno-mir-322-1
rno-mir-30d
rno-miR-23b-3p
rno-miR-194-5p
rno-miR-410-3p
rno-miR-30b-5p
rno-mir-181a-2
rno-mir-27b
rno-miR-21-5p
rno-mir-411
rno-mir-351-2
rno-miR-541-5p
rno-let-7d
rno-miR-99b-5p
rno-let-7a-2
rno-miR-30a-3p
rno-mir-181c
rno-mir-99b
rno-mir-30a
rno-mir-351-2
rno-miR-125a-5p
rno-mir-92a-2
rno-mir-30c-2
rno-miR-125b-5p
rno-miR-92a-1-5p
rno-mir-181a-2
rno-mir-21

rno-mir-10b
rno-mir-21
rno-miR-92a-1-5p
rno-miR-335
rno-miR-130b-3p
rno-mir-199a
rno-let-7f-2
rno-mir-92a-1
rno-let-7g-5p
rno-mir-181a-2
rno-mir-192
rno-mir-30d
rno-mir-143
rno-mir-10b
rno-miR-181c-3p
rno-miR-196a-5p
rno-let-7a-1
rno-let-7g
rno-let-7a-2
rno-let-7b
rno-mir-335
rno-mir-17-1
rno-miR-30d-5p
rno-mir-181b-2
rno-mir-30e
rno-miR-25-3p
rno-mir-26b
rno-mir-92a-1
rno-miR-541-5p
rno-miR-23b-3p
rno-miR-199a-3p
rno-mir-30c-1
rno-mir-30e
rno-mir-23b
rno-let-7c-2
rno-mir-10a
rno-mir-30d
rno-mir-192
rno-mir-30e
rno-let-7i
rno-mir-151
rno-mir-92a-2
rno-mir-182
rno-miR-200a-3p
rno-mir-130b
rno-let-7c-1
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rno-mir-125a
rno-mir-92a-1
rno-mir-181b-1
rno-mir-351-2
rno-miR-126a-3p
rno-mir-92a-1
rno-mir-181a-1

rno-mir-431
rno-miR-423-3p
rno-mir-92a-1
rno-miR-199a-3p
rno-miR-34c-5p
rno-miR-199a-5p
rno-miR-130b-3p
rno-mir-10a
rno-mir-322-2
rno-miR-146a-5p
rno-mir-181a-1
rno-let-7e-5p
rno-mir-30d
rno-mir-541
rno-miR-136-3p
rno-mir-130b
rno-mir-351-1
rno-mir-27a
rno-mir-17-1
rno-mir-351-1
rno-mir-10b
rno-mir-30a
rno-mir-351-1
rno-mir-322-2
rno-mir-199a
rno-mir-30c-1
rno-miR-221-3p
rno-miR-335
rno-mir-199a
rno-mir-10a
rno-miR-191a-5p
rno-miR-322-5p
rno-miR-18a-5p
rno-mir-335
rno-mir-199a
rno-mir-200b
rno-mir-423
rno-mir-130b
rno-miR-484
rno-let-7g
rno-mir-351-2
rno-miR-30c-2-3p
rno-miR-30d-5p
rno-mir-183
rno-mir-93
rno-mir-30e

rno-mir-351-1
rno-mir-10a
rno-mir-10a
rno-let-7c-5p
rno-mir-218a-1
rno-mir-10b
rno-miR-145-5p
rno-mir-183
rno-miR-125b-1-3p
rno-mir-93
rno-miR-150-5p
rno-mir-92a-1
rno-mir-99b
rno-mir-92a-1
rno-mir-125a
rno-mir-218a-2
rno-mir-181c
rno-miR-27b-3p
rno-let-7f-5p
rno-mir-126a
rno-miR-183-5p
rno-miR-34c¢-5p
rno-mir-30a
rno-miR-30a-3p
rno-miR-23a-3p
rno-miR-301b-3p
rno-mir-378a
rno-mir-322-1
rno-mir-21
rno-mir-676
rno-mir-181b-1
rno-let-7g
rno-miR-20a-5p
rno-miR-9a-5p
rno-let-7d
rno-miR-26b-5p
rno-mir-196a
rno-mir-351-2
rno-mir-92a-1
rno-miR-126a-3p
rno-mir-378a
rno-mir-21
rno-mir-301a
rno-miR-92a-3p
rno-mir-429
rno-mir-101a
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rno-mir-181b-2
rno-miR-125b-2-3p
rno-mir-10b
rno-mir-125b-1
rno-mir-26b
rno-mir-92a-2
rno-mir-21
rno-miR-125b-1-3p
rno-mir-301a
rno-let-7e
rno-mir-199a
rno-mir-200a
rno-mir-423
rno-mir-205
rno-miR-19b-3p
rno-miR-26b-5p
rno-mir-222
rno-miR-99a-5p
rno-miR-205
rno-mir-28
rno-mir-30d
rno-miR-17-5p
rno-miR-204-5p
rno-mir-181c
rno-mir-196a
rno-mir-10b
rno-mir-351-1
rno-miR-196a-5p
rno-mir-130b
rno-mir-10a
rno-miR-200a-3p
rno-mir-322-1
rno-miR-145-5p
rno-miR-183-5p
rno-mir-181a-2
rno-mir-126a
rno-mir-30d
rno-mir-93
rno-mir-99b
rno-mir-10a
rno-miR-301b-3p
rno-mir-429
rno-mir-143
rno-mir-542-3
rno-mir-298
rno-miR-429

rno-mir-143
rno-miR-26a-5p
rno-miR-221-3p
rno-mir-20a
rno-miR-199a-5p
rno-mir-100
rno-let-7e
rno-mir-186
rno-mir-181c
rno-mir-148b
rno-let-7i-5p
rno-miR-19b-3p
rno-mir-27b
rno-mir-322-2
rno-mir-199a
rno-mir-27a
rno-mir-125a
rno-miR-130a-3p
rno-miR-351-5p
rno-mir-10b
rno-mir-199a
rno-miR-106b-5p
rno-mir-181d
rno-mir-199a
rno-mir-351-2
rno-mir-101a
rno-mir-200b
rno-mir-148a
rno-let-7d-3p
rno-miR-28-5p
rno-mir-351-1
rno-mir-30d
rno-mir-451
rno-mir-28
rno-mir-30a
rno-mir-181c
rno-mir-351-1
rno-miR-322-5p
rno-mir-351-1
rno-mir-141
rno-mir-411
rno-mir-181a-2
rno-mir-27a
rno-mir-486
rno-miR-93-5p
rno-mir-425
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rno-mir-26b
rno-let-7a-5p
rno-mir-205
rno-miR-872-5p
rno-mir-351-2
rno-mir-125a
rno-miR-204-5p
rno-miR-27a-3p
rno-mir-181a-1
rno-mir-30d
rno-mir-199a
rno-miR-218a-5p
rno-let-7i
rno-miR-191a-5p
rno-miR-181b-5p
rno-mir-199a
rno-miR-340-5p
rno-mir-182
rno-miR-429
rno-miR-125b-2-3p
rno-mir-181d
rno-miR-146a-5p
rno-mir-196a
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Anexo 3

Tabela 6: FuncgOes e redes envolvidas nos miRNAs diferencialmente expressos
da comparacao entre controle a vs controle b.

Top Molecular and Cellular Functions
Cellular Development
Cellular Growth and Proliferation

Cellular Movement

Cell Cycle
Cell Death and Survival

Top Networks (Score)

Cancer, Organismal Injury and Abnormalities, Reproductive System Disease (57)
Cancer, Organismal Injury and Abnormalities, Reproductive System Disease (33)
Cancer, Hematological Disease, Immunological Disease (17)

Top 10 highly expressed miRNAs

miR-192-5p miR-298-5p miR-130a-3p let-7a-5p miR-182-5p
miR-181a-5p miR-30c-5p miR-194-5p miR-143-3p miR-21-5p

Tabela 7: Fungdes e redes envolvidas nos miRNAs diferencialmente expressos
da comparacao entre controle a vs tratado a.

Top Molecular and Cellular Functions
Cellular Development

Cellular Growth and Proliferation
Cellular Movement

Cell Cycle

Cell Death and Survival

Top Networks (Score)

Cancer, Organismal Injury and Abnormalities, Reproductive System Disease (54)

Organismal Injury and Abnormalities, Reproductive System Disease, Cancer (48)

Cancer, Organismal Injury and Abnormalities, Reproductive System Disease (24)
Endocrine System Disorders, Gastrointestinal Disease, Metabolic Disease (24)
Connective tissue Disorders, Inflammatory Disease, Inflammatory Response (22)

Top 10 highly expressed miRNAs
miR-10b-5p miR-148a-3p miR-330-5p  miR-615-5p let-7a-5p
miR-298-5p miR-127-3p let-7e-3p miR-103-3p miR-423-3p
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Tabela 8: FungOes e redes envolvidas nos miRNAs diferencialmente expressos

da comparacéo entre controle a vs controle c.

Top Molecular and Cellular Functions
Cellular Development
Cellular Growth and Proliferation

Cellular Movement

Cell Cycle
Cell Death and Survival

Top Networks (Score)

Cancer, Organismal Injury and Abnormalities, Reproductive System Disease (62)

Cancer, Organismal Injury and Abnormalities, Reproductive System Disease (37)

Cancer, Organismal Injury and Abnormalities, Reproductive System Disease (29)
Cancer, Gastrointestinal Disease, Organismal Injury and Abnormalities (5)
Top 10 highly expressed miRNAs

miR-30c-5p mMIiR-192-5p miR-10a-5p miR-23a-3p miR-298-5p
let-7a-5p miR-143-3p miR-26a-5p miR-22-3p miR-27a-3p

Tabela 9: Funcdes e redes envolvidas nos miRNAs diferencialmente expressos

da comparacao entre controle b vs controle c.

Top Molecular and Cellular Functions

Cellular Development

Cellular Growth and Proliferation

Cellular Movement

Cell Cycle

Cell Death and Survival

Top Networks (Score)

Cancer, Organismal Injury and Abnormalities, Reproductive System Disease (67)

Cancer, Organismal Injury and Abnormalities, Reproductive System Disease (31)

Organismal Injury and Abnormalities, Reproductive System Disease, Cancer (21)
Cancer, Hematological Disease, Immunological Disease (10)
Top 10 highly expressed miRNAs

miR-192-5p miR-30c-5p miR-22-3p miR-298-5p miR-143-3p
miR-182-5p miR-181a-5p miR-194-5p miR-27a-3p miR-10a-5p
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Tabela 10: Fungdes e redes envolvidas nos miRNAs diferencialmente expressos
da comparacédo entre controle b vs tratado b.

Tabela 11: Funcdes e redes envolvidas nos miRNAs diferencialmente expressos
da comparacao entre controle c vs tratado c.

A=21DG B=7DPN C=17DG
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Network 2 : control ¢ vs treatment ¢ clean p0.05- 2015-11-23 01:37 PM : control ¢ vs treatment c clean : control ¢ vs treatment c clean p0.05- 2015-11-23 01:37 PM
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Anexo 5
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Anexo 6

Network 2 - control b vs treatment b clean P0.05- 2015-11-23 01:09 PM : control b vs treatment b clean : control b vs treatment b clean P0.05- 2015-11-23 01:09 PM
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Network 3 - control b vs treatment b clean P0.05- 2015-11-23 01:09 PM : control b vs treatment b clean - control b vs treatment b clean P0.05- 2015-11-23 01:09 PM
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Anexo 7

Tabela 13. Lista dos microRNAs e mRNA alvo que foram validados por RT-
gPCR.

microRNA Literatura miRTarBase Ingenuity
miR-127-3p  Ativa proliferacdo e SETDS8 INSR
diferenciacéo (Ren e Li, 2016) PRDM1 IGF1R
MAPKA4 TP53
BCL6 PRDM1
Map2k?2
let-7a-5p Manutencdo de stem cel e da c-myc CDKAL1
proliferacdo (Peter, 2009). PRDM1 PRDM1
Liga-se ao mMRNA de TGFBR1 BCL2 BMP2K
e Lin 28B reprimindo sua CKD6 MAP2K1/2
expressdo (Lee et al., 2015) BCL2L11
CASP3
miR-199a-5p Ativa a via WNT regulando Met SMADZ2/3
diferenciac@o do nefro e dos IGF1 NFATC2
vasos renais (Nakagawa et VEGF BCL2
al., 2015). Sua inibicdo reduz NFKbl MAP2K1/2
proliferacdo celular em rim SNAL1 AGO2
(Sun et al., 2015) WNT2
SMAD1
MAPK1
CD44
miR-298-5p Liga-se ao mRNA de IGF1RB IGF1R SMAD2/3
e TNFa reprimindo sua CDKNI1A BACE1
expressdo (Barbagallo et al., TNF
2013) BAX
miR-144-3p Inibe proliferacdo mantendo NOTCH1 AGO2
as células em Go/G1 (Huang et TGFB1 ABCAl
al, 2016) mTOR
GATA2
PRKAA1
miR-181a-5p Liga-se aregido 3’ -UTRdoc- BCL2 TGFB-1
Met reduzindo sua ativagdo. Bcl2L11 (Bim) SMAD2/3
c-Met estimula a ramificagdo HOXA CDKN1B
do BU determinando o PROX1 RNA POL I
namero de nefros (Karihaloo AGO
et al.,, 2009; Korhan et al,
2014)

miR-181c-3p Liga-se a Six2 reduzindo sua NOTCH2
expressao, levando a NOTCH4
apoptose, perda do fenétipo BCL-2
de progenitora e supressdoda TNF
proliferacéo (Lv, 2014) KRAS
TRIM2
*genes e MiRNAs em negritos significa que foram validados por RT-gPCR, e em vermelho os
primers correspondente aos genes que nao funcionaram.




