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RESUMO 

Tanto a desnutrição proteico-calórica quanto a hipertensão representam 

problemas globais de saúde pública. Estudos epidemiológicos em diversas 

populações, bem como resultados experimentais indicam que as condições 

nutricionais intrauterinas "programam" o desenvolvimento de hipertensão e 

doença cardíaca coronariana em adultos. A privação de proteína, durante o 

período ativo de nefrogênese, provoca redução do número de néfrons no 

momento do nascimento. Assim, a predisposição para hipertensão arterial pode 

ser determinada, pelo menos em parte, pelo desenvolvimento anormal dos rins. 

No entanto, não é conhecido os mecanismos que comprometem o processo de 

nefrogênese. Estudos recentes mostram que o número de células-tronco 

presentes no cap mesenquimal (CM), em torno da extremidade dos brotos do 

ureter, determina o número de néfrons que serão formados. Nosso grupo 

demonstrou anteriormente, redução significativa (27%) do número de néfrons, em 

prole masculina adulta, proveniente de ratas submetidas à restrição proteica 

gestacional. O objetivo deste trabalho foi verificar a área, o índice de morte e 

proliferação celular, a expressão gênica e de miRNAs, número de células positivas 

para proteínas controladoras do ciclo celular e marcadoras de células tronco 

progenitoras em metanefros de machos da prole de ratas submetidas à restrição 

proteica gestacional, comparativamente aos seus controles, em diferentes 

períodos da ontogênese renal. Ratas Wistar foram alimentadas durante a prenhez 

com dietas com conteúdo normal de proteína (NP 17% de caseína) ou baixo 

conteúdo de proteína (LP 6% de caseína). No 17º e 21º de dia de gestação (DG) 

e no 7º dia pós-natal (DPN) os rins foram processados para coloração de HE, 

imunolocalização, sequenciamento (NGS) e RT-qPCR. Foi obtido um grande 

número de miRNAs diferencialmente expressos, entre eles, o miR-127-3p, let-7a-

5p, miR-199a-5p, miR-298-5p, miR-144-3p, miR-181a-5p e o miR-181c-5p, que 

foram validados por RT-qPCR. Os animais LP, com 17 DG, apresentaram redução 

da área renal total, da área nefrogênica e redução de células em proliferação. Os 

animais LP, com 21DG, também apresentaram redução da área nefrogênica, além 

de menor peso do rim. O miR-127-3p, o miR-144-3p e o miR-199a-5p está menos 

expresso nos animais LP de 17 DG, enquanto que o miR-181a-5p, miR-181c-3p 

e o let-7a-5p estão mais expressos. O Six2, está diminuído nos animais LP de 17 
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DG, assim como o c-Myc, Vegf e Notch1. Já Bax, Tgfb1, Bcl6, c-Ret, Map2k2, 

Mki67, mTOR, β-Catenina, Zeb1, Zeb2 e Igf1 estão mais expressos nesses 

animais. Já nos animais LP de 21 DG o miR-127-3p, miR-298-5p, let-7a-5p, miR-

181a-5p e o miR-181c-3p estão com sua expressão aumentada. Six2, Bax, Casp3, 

Col1, Gdnf, Tgfb1, Bcl2, Bcl6, c-Ret, Prdm1, Vegf, Mki67, β-Catenina, Zeb1, Zeb2, 

Notch1 e Igf1 estão mais expressos nos animais LP de 21 DG. Enquanto que 

Pcna, c-Myc estão com sua expressão reduzida. A expressão do miR-181a-5p 

está maior nos animais LP com 7 DPN e a expressão de let-7a-5p está reduzida. 

mTOR está regulada negativamente nos animais LP de 7 DPN, e Bax, Bim, 

Casp3, Col1, Gdnf, Tgfb1, Bcl2, Bcl6, Ciclina A, Map2k2, Prdm1, Vegf, β-

Catenina, Zeb1, Zeb2, Notch1 e Igf1 estão regulados positivamente. Em 

conclusão, este estudo indicou que a redução do número de néfrons (28%) 

induzida por restrição proteica gestacional é determinada, pelo menos em parte, 

pela redução na população de células tronco progenitoras (28%) e de mitose no 

17º dia gestacional. A restrição proteica gestacional altera a expressão de miRNAs 

e genes-alvos que estão associados com processos de apoptose, proliferação e 

diferenciação celular que são 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 17th and 21th gestational day (DG) and 7th day of life (DPN) the kidneys were 

processed to immunolocalization, Next Sequencing Generation (NGS), and RT-

qPCR. 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-qPCR. 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 Notch1. Bax, Tgfb1, Bcl6, c-Ret,

Map2k2, Mki67, mTOR, β-Catenin, Zeb1, Zeb2 and Igf1 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, Col1, Gdnf, 

Tgfb1, Bcl2, Bcl6, c-Ret, Prdm1, Vegf, Mki67, β-Catenina, Zeb1, Zeb2, Notch1 e 

Igf1 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, Col1, Gdnf, Tgfb1, Bcl2, Bcl6, Cyclin A, 

Map2k2, Prdm1, Vegf, β-Catenin, Zeb1, Zeb2, Notch1 and Igf1 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 miRNAs and target genes that are associated with proliferation, cell 

differentiation and apoptosis processes that are essential during renal 

development. 
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I. INTRODUÇÃO

O estado nutricional adequado é resultado do equilíbrio entre a ingestão 

balanceada de alimentos e o consumo de energia necessário para manter as 

funções diárias do organismo. Assim, a desnutrição não se caracteriza apenas 

pela ingestão insuficiente de nutrientes, mas engloba a alimentação 

desbalanceada e excessiva, que resulta na carência de nutrientes específicos 

(CARVALHO & SALES, 1992; VALENTE, 2003). A desnutrição ainda é um grande 

problema de saúde pública mundial (MARTINS, 2011). O número de pessoas 

desnutridas no Brasil, em 2014, foi estimado em 3,4 milhões. Em 2015, no mundo, 

795 milhões de pessoas estavam na lista das pessoas que não comem o 

suficiente diariamente, para levarem uma vida ativa e saudável (FAO, 2014 e 

2015). 

Em países em desenvolvimento, as gestantes têm alimentação 

inadequada, além de não terem assistência médica satisfatória. Após o 

nascimento, as crianças nascidas dessas mães ficam expostas às dietas de alta 

densidade energética que desencadeiam a transição nutricional, juntamente ao 

elevado consumo de alimentos industrializados e sedentarismo, aumentando 

consideravelmente o risco de desenvolverem doenças metabólicas (LOPEZ-

JARAMILLO et al., 2015). 

O desenvolvimento embriofetal é altamente sensível a perturbações no 

ambiente materno. Assim, estímulos ambientais adversos alteram os processos 

de proliferação, diferenciação, morte e migração celular, alterando as vias do 

desenvolvimento normal necessárias para maturação de órgãos e tecidos 

(LANGLEY-EVANS & MCMULLEN, 2010). Portanto, o ambiente adverso durante 

a vida embriofetal e/ou na infância está relacionado ao aumento do risco de 
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desenvolver doenças na idade adulta (BARKER, 2004). Esse processo é 

denominado programação fetal, no qual o ambiente encontrado antes do 

nascimento ou na infância, molda a longo prazo, o controle da fisiologia dos 

tecidos e órgãos e da homeostase corporal (LANGLEY-EVANS, 2004).  

Essa hipótese foi proposta como o mecanismo de associação entre o baixo 

peso ao nascer, o crescimento infantil e as doenças subsequentes, e descreve o 

processo pelo qual um estímulo ou injúria durante períodos críticos do crescimento 

e desenvolvimento podem alterar permanentemente estruturas e funções 

teciduais (LUCAS, 1991). Desta forma, a programação fetal exerce efeito 

importante na fase intrauterina, determinando o perfil de saúde de um indivíduo, 

bem como de doenças que poderão ser desenvolvidas na vida adulta. 

As primeiras evidências de programação fetal datam de 1964, através de 

um estudo, onde se notou alto risco de isquemia cardíaca em indivíduos cujos 

irmãos foram abortados ou morreram na infância (ROSE, 1964). Fordshal (1967) 

percebeu que regiões da Noruega com alto nível de mortalidade infantil 

apresentavam também índices elevados de morte por doenças cardiovasculares. 

A década de 1980 é rica em estudos epidemiológicos associando mortalidade 

cardiovascular à eventos ocorridos na primeira fase da infância. No entanto, o 

termo foi usado pela primeira vez em 1991, por Alan Lucas, que definiu 

programação como “a resposta permanente de um organismo a um estímulo ou 

insulto durante um período crítico do desenvolvimento”. 

A observação da relação inversa entre peso ao nascer e doenças 

coronarianas levou os ambientes embrionário e fetal a serem interpretados como 

novo componente na etiologia das doenças cardiovasculares (BARKER et al., 

1989). Assim, o ambiente intrauterino é considerado um fator-chave para a 
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etiologia de doenças cardiovasculares na vida adulta. Estudos indicam que 

condições sociais precárias atuam como estímulo adverso durante a infância e a 

adolescência, aumentando o risco de doenças cardiovasculares (FORSDAHL, 

2002). As alterações moleculares e fisiológicas resultantes do desequilíbrio 

nutricional materno permitem a sobrevivência da prole, embora seus efeitos, em 

longo prazo, promovam alterações na estrutura cardiovascular, renal, respiratória, 

endócrina e em componentes do sistema nervoso central (BARKER, 1995; 

FOWDEN et al., 2006). 

Ratas prenhes alimentadas com dieta com baixo conteúdo proteico, por 

exemplo, originam prole com pressão arterial elevada ao longo da vida 

(LANGLEY-EVANS et al., 1996a), além de alterações no metabolismo da glicose 

(DESAI et al., 1996). Estudos realizados em nosso laboratório demonstraram que 

animais submetidos à restrição proteica gestacional nascem com peso cerca de 

8% menor e, ao longo da vida, apresentam maiores valores pressóricos (ANDREO 

et al., dados não publicados), além de formação de cerca de 30% a menos de 

néfrons (MESQUITA et al., 2009).  

Estudos apontam ainda que as implicações da manipulação do ambiente 

fetal podem não estar limitadas à primeira geração, prolongando os efeitos da 

programação pelas gerações subsequentes (DRAKE & WALKER, 2004). 

A evidência mais contundente para apoiar a ligação entre a nutrição 

materna e doenças na idade adulta, vem de estudos com descendentes de um 

período da 2ª Guerra Mundial, conhecido como Fome Holandesa. Um bloqueio 

nazista à parte ocidental da Holanda resultou em fome generalizada por um 

período de seis meses. Indivíduos que estavam no útero no momento da fome, 

posteriormente apresentaram maior risco de obesidade e intolerância à glicose, 
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do que os nascidos antes e depois do período da fome. O risco para 

desenvolvimento de hipertensão, doença coronária e disfunção renal também foi 

aumentado pela exposição à desnutrição materna (RAVELLI, et al., 1976; 

ROSEBOOM, et al., 2001; PAINTER et al., 2005). Embora alguns efeitos 

nutricionais sejam consequência direta da alteração na disponibilidade de 

substrato, parte desses resultados se deve à mediação hormonal, que pode alterar 

o desenvolvimento de tecidos fetais específicos em períodos críticos do

desenvolvimento, levar a mudanças permanentes na secreção hormonal ou à 

sensibilidade tecidual a hormônios (BARKER, 1998).  

Os glicocorticoides são os principais hormônios relacionados à homeostase 

em condições de estresse físico, psicológico ou nutricional. Muitas características 

da exposição excessiva a glicocorticoides sugerem seu possível papel na gênese 

da programação que acarreta desordens metabólicas e cardiovasculares. Os 

receptores de glicocorticoides são altamente expressos em quase todos – senão 

em todos – os tecidos fetais durante a segunda metade da gestação ou antes 

(DIAZ et al., 1997; COLE et al., 1995), assim como na placenta e nas membranas 

fetais.  

Os glicocorticoides sintéticos são amplamente utilizados na prática 

obstétrica em casos de parto prematuro devido à sua capacidade de promover 

rápida maturação celular, sobretudo de células pulmonares (ROBERTS & 

DALZIEL, 2006). Entretanto, esta maturação ocorre em detrimento da proliferação 

celular. Desta forma é plausível supor que a exposição prematura aos 

glicocorticoides maternos poderia reduzir o número de células tronco do CM, em 

fase inicial da nefrogênese, acarretando na redução expressiva de néfrons como 

observado em nosso modelo de restrição proteica gestacional. O tratamento de 
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ratas prenhes com baixas doses de dexametasona, um glicocorticoide sintético 

usado na prática da obstetrícia, reduz o peso ao nascer e eleva a pressão arterial 

na prole adulta (BENEDIKTSSON et al., 1993). 

Embora os glicocorticoides sejam em sua maioria lipofílicos e atravessem 

rapidamente a placenta, normalmente o feto apresenta concentração muito menor 

de glicocorticoides do que sua progenitora (BEITENS et al., 1973; CAMPBELL & 

MURPHY, 1977). Essa diferença é garantida pela enzima 11-β-hidroxiesteróide 

desidrogenase tipo 2 (11β-HSD2), que catalisa o rápido metabolismo do cortisol e 

da corticosterona para inativá-las nas formas 11-keto (cortisona e 11-

desidroxicorticosterona, respectivamente) (MURPHY et al., 1974; LOPEZ-

BERNAL et al., 1980). Essa barreira enzimática placentária 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 eficiência da 11β-HSD2 

placentária varia consideravelmente tanto em humanos quanto em ratos 

(BENEDIKTSSON et al., 1993; STEWART et al., 1995). Tem sido demonstrado 

que nos modelos de programação fetal, a deficiência relativa de 11β-HSD2 

placentária, permite a exposição do feto a glicocorticoides maternos, promovendo 

retardo no crescimento da prole, sendo este um mecanismo modulador sobre a 

programação relacionada à manifestação futura de doenças (EDWARDS et al., 

2005).  

Associação similar entre peso ao nascer e 11β-HSD2 placentária foi 

confirmada em humanos (STEWART et al., 1995), embora outros estudos não 

relataram essa associação (ROGERSON et al., 1997). No entanto, mutações no 

gene da 11β-HSD2 em humanos foram associadas ao baixo peso ao nascer 



30 

(DAVE-SHARMA et al., 1998). Além disso, marcadores bioquímicos de exposição 

fetal a glicocorticoides estão relacionados com a função da 11β-HSD2 placentária 

próximo ao nascimento (BENEDIKTSSON et al., 1995).  

De forma intrigante, a restrição proteica durante a gestação atenua 

seletivamente a 11β-HSD2, mas não outras enzimas da placenta (LANGLEY-

EVANS et al., 1996b), e promove hipertensão e hiperglicemia na prole, entre 

outros efeitos. Assim, exposição a glicocorticoides parece ser parte integrante de 

uma série de mecanismos comuns ligando os fatores ambientais maternos ao 

crescimento e programação (Figura 1). 
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VI. CONCLUSÕES

Os principais achados: 

No 17 DG: 

• Redução da área renal total, da área nefrogênica e de células em

proliferação;

• Alteração na expressão de seis microRNAs com aumento da expressão de

miR-181a-5p, miR-181c-3p e o let-7a-5p e redução de miR-127-3p, o miR-

144-3p e o miR-199a-5p; No CM, redução do mRNA para Notch1 e

diminuição pós-transcricional na proteína Six2, que levou a redução de 

28% das células tronco.  

• A expressão reduzida de Six2 e o aumento de β-catenina e ZEB2 induziram

diferenciação prematura destas células do CM. O aumento de ZEB1

induziu redução de c-myc e da proliferação celular. Ocorreu ainda, aumento

de Bim, Bax e caspase 3 sugerindo aumento de apoptose;

• No BU, aumento de β-catenina e mTOR com redução de VEGF e c-myc,

sendo que estas mudanças redundam na ação de reduzir as ramificação

do BU

No 21 DG: 

• Redução no peso dos filhotes machos no 21DG;

• Redução da área nefrogênica.e dos rins;

• O miR-127-3p, miR-298-5p, let-7a-5p, miR-181a-5p e o miR-181c-3p

estão com sua expressão aumentada nos animais LP de 21 DG.

• No CM, aumento do mRNA para Notch1, c-myc e de Six2, embora

hovesse redução de 27,7% das células tronco. β-catenina e ZEB2

continuam aumentadas induzindo diferenciação 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 expressão de Gdnf; 

• No BU atuam o aumento do VEGF e de c-ret que pelo aumento de

GDNF restabelece os brotamentos do BU, embora  a expressão de β-

catenina e mTor, que reduzem as ramificações ainda esteja aumentada.

A expressão de Zeb 2 e PRDM1 está elevada induzindo a diferenciação.

     No 7 DPN: 

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

• mTOR está regulada negativamente e Bax, Bim, Casp3, Col1, Gdnf,

Tgfb1, Bcl2, Bcl6, Ciclina A, Map2k2, Prdm1, Vegf, β-Catenina, Zeb1,

Zeb2, Notch1 e Igf1 estão regulados positivamente.

Estes resultados demonstram que os miRNAs, os mRNAs e as proteínas 

aqui investigados, estão modificados nos animais LP com 17DG acarretando na 

redução da indução recíproca entre o CM e BU e, consequentemente, do número 

de néfrons. Proteínas responsáveis pelo controle do tamanho dos rins estão 

alteradas, levando a redução deste órgão. Grande parte dos mRNAs e proteínas 

tem a expressão aumentada no 21DG e no 7DPN, a maioria com ação positiva à 

nefrogênese, sugerindo ação compensatória para recuperação no 

desenvolvimento renal.  Existe uma rede intrincada e finamente regulada 

mediando as alterações renais provocadas pela restrição proteica gestacional. 
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