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1.0 ANTECEDENTES.

1.1Generalidades de anatomiay fisiologia renal.

Los rifiones en el humano estan situados en el reto-peritoneo a ambos lados de la
columna vertebral. El riidn derecho esta desplazado por el higado, de modo que se situa
12 mm mas abajo que el izquierdo. Cada rindn esta compuesto por dos regiones principales

una corteza externa y una médula interna que se contintia con la pelvis renal.’

La unidad estructural y funcional del rindn es la nefrona, en la rata cada rifién
contiene entre 30,000 a 35,000 nefronas por rifidn y en humanos aproximadamente 1 millén
de nefronas, aunque existen muchas diferencias entre individuos. La nefrona consiste en
un glomeérulo, conectado al tubulo contorneado proximal, que se continua con el asa de
Henle, posteriormente el tubulo contorneado distal y por ultimo el tubulo y conducto

colector.?

El rindn cumple un amplio espectro de funciones que resultan importantes para
mantener la homeostasis en el organismo interactuando con diversos 6rganos y sistemas.

A continuacién, se enlistan las funciones mas importantes.

Excrecion de metabolitos de desecho: Los rifiones son los principales medios de
eliminacion de los productos del metabolismo que ya no son necesarios para el cuerpo. El
organismo de manera constante esta generando productos de desecho que en altas
concentraciones pueden ser perjudiciales y por lo tanto es necesario metabolizar o excretar
en la misma tasa en la que son producidos. Algunos de estos productos incluyen urea,
creatinina, bilirrubina, urobilina y varias hormonas.? Los rifiones también eliminan la mayoria
de las toxinas y otras sustancias extrafas que el cuerpo produce o ingiere como los

pesticidas, los farmacos y los aditivos de alimentos."

Regulacion del equilibrio hidrico y electrolitico: El agua y los electrolitos ingresan al
cuerpo en cantidades variables modificando la composicién en el organismo. Los rifiones
se encargan de variar su excrecidén para que se encuentren en concentraciones adecuadas
por lo tanto, debe haber un equilibrio entre el ingreso y la excrecién tanto de agua como de
electrolitos,® Si los ingresos superan la excrecion de una sustancia, ésta incrementara en el
cuerpo Yy si la ingestion es menor que la excrecion la cantidad de esa sustancia se reducira.

Un ejemplo de esto es la notable capacidad que tiene el rifidn para eliminar el exceso de
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sodio ingerido. Se ha descrito que una persona puede incrementar o disminuir 10 veces la
ingesta de sodio con cambios relativamente pequenos en el volumen de liquido extracelular
0 en la concentracién plasmatica de sodio. Esto aplica también para el agua y la mayoria
de los demas electrolitos como los iones de cloro, potasio, calcio, hidrégeno, magnesio y

fosfato.

Regulacion de la presion arterial: El riién puede regular la presion arterial a través de la
excrecién variable de sodio y agua. Otro mecanismo importante corresponde es la sintesis
de sustancias vasoactivas a través del sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA)
que ejerce un control predominante en la resistencia vascular periférica y por lo tanto en la
presion arterial sanguinea. La renina es una enzima sintetizada por las células
yuxtaglomerulares y liberada cuando desciende la presion arterial. Las células
yuxtaglomerulares son miocitos modificados situados en las arteriolas aferentes. La renina
es una enzima que actua sobre otra proteina plasmatica sintetizada por el higado que
corresponde al angiotensindbgeno para liberar angiotensina |, posteriormente la
angiotensina | se escinde para formar un péptido de 8 aminoacidos angiotensina Il, mediada
por la enzima convertidora de angiotensina que es sintetizada principalmente en el
endotelio de los capilares pulmonares. La angiotensina Il incrementa la presion arterial a
través de dos efectos: 1) vasoconstriccion de la arteriola eferente y 2) la estimulacién de la

sintesis de aldosterona con lo cual incrementa la absorcion de sodio y agua.' 3

Regulacion del equilibrio 4cido-base: La concentracion de hidrogeniones influye en casi
todos los sistemas enzimaticos del organismo, por lo cual es esencial que esté regulada de
forma precisa. Las concentraciones plasmaticas de iones de hidrogeno se ven influidas por
diversos procesos: 1) el metabolismo de los alimentos ingeridos, 2) la secrecion del tracto
gastrointestinal, 3) la produccién de acidos y bases del metabolismo de las grasas vy
carbohidratos y 4) cambios en la produccion de didéxido de carbono. Los rifiones juegan un
papel principal en la excrecién de acidos y bases para mantener el equilibrio del pH
sanguieno. El componente mas importante del equilibrio acido-base es la concentracion del
bicarbonato y una de las funciones del rifion es absorber practicamente la totalidad del
bicarbonato filtrado, esto sucede principalmente en el tubulo proximal con la finalidad de
conservar el bicarbonato plasmatico. De igual forma, en el tubulo proximal se secretan
bases o acidos organicos y posteriormente en la nefrona distal (principalmente en los
tubulos colectores) se eliminan protones o bicarbonato para garantizar el equilibrio en el

organismo. 24
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Regulacion de la produccién de eritrocitos: La eritropoyetina (EPO) es una glicoproteina
con un peso molecular de 35 kDa es el principal factor de la eritropoyesis, la cual promueve
la maduracion y diferenciacion de la linea eritrocitica en médula 6sea. La EPO es sintetizada
en el 90% por el rindn, especificamente por las células intersticiales de la region cortico
medular. La disminucion en el aporte de oxigeno secundario a anemia o hipoxemia es el

principal estimulo para la sintesis de EPO.3

Metabolismo de la vitamina D: La Vitamina D3 (Vit D3) o colecalciferol es una hormona
importante en la regulacion del calcio (Ca), sin embargo, se requiere su activacion a nivel
renal para ejercer su funcién. El primer paso en la conversién del colecalciferol a 25-
hidroxicolecalciferol tiene lugar en el higado. Posteriormente en el epitelio tubular renal a
través de la enzima 1a-hidroxilasa se da la conversion de 25-hidroxicolecalciferol en 1-25-
dihidroxicolecalciferol o calcitriol, por lo tanto, en insuficiencia renal se pierde la mayoria de
su actividad. La funcion de la Vit D3 activa, principalmente se ejerce en intestino, rifidn y
hueso. A nivel intestinal aumenta la formacion de calbindina una proteina fijadora de Ca en
las células epiteliales intestinales promoviendo la absorcion de calcio. La absorcion del
fésforo también es favorecida por la Vit D3. En rindén, la Vit D3 incrementa la reabsorciéon
de Ca y fosfato por parte de las células epiteliales de los tubulos renales por lo tanto
disminuye la secrecidon de esta sustancia. A nivel éseo, la Vit D desempefia importantes

funciones relacionadas con la resorcion de hueso. '#
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1.2 Lesion renal aguda y su fisiopatologia.

La lesion renal aguda (LRA) no es una entidad patolégica individual, se trata de un
grupo heterogéneo de condiciones que se caracterizan por una rapida disminucion en la
funciéon renal y por lo tanto de la tasa de filtrado glomerular (TFG),° que trae como
consecuencia la acumulacion de compuestos nitrogenados como urea y creatinina y la
disminucion en la produccion de orina. Estas anormalidades se presentan en horas o dias

después de haber ocurrido el evento.® 7 8

La LRA tiene alta morbilidad, mortalidad y un incremento en el riesgo de
consecuencias a largo plazo en los pacientes que sobreviven, aunado a esto, genera un
costo adicional importante a los sistemas de salud, asi como, una mayor estancia
hospitalaria.® '© A nivel mundial se ha estimado que la LRA ocurre en 13.3 millones de
personas por ano, el 85% de las cuales viven en paises de mediano o bajo ingreso
econdmico. Se ha reportado que la LRA contribuye con aproximadamente 1.7 millones de
muertes por afio. En un meta analisis recientemente publicado, que incluyd 700 millones de
pacientes que fueron hospitalizados se encontré que el 21% padecié de LRA " 2 y |a
incidencia fue mayor en los pacientes criticamente enfermos en la unidad de cuidados

intensivos (30 a 70%)."2

Las causas mas frecuentes de LRA se asocian a dafio isquémico generalizado o
localizado debido a cirugias, sepsis, traumatismos, infecciones, deshidratacion y a dafio
toxico por medicamentos.® En particular, algunos agentes ampliamente utilizados como los
son: medios de radiocontraste 0 medicamentos antiinflamatorios no esteroidales pueden

causar dano directo a la nefrona, dafio isquémico o ambos.

Durante un episodio de lesién renal aguda, la hipoxia, la inflamacién y la formacion
de radicales libres son los principales mediadores del dafio al endotelio y al epitelio renal

que caracterizan a esta patologia.

13



1.2.1 El endotelio vascular renal.

Las células endoteliales fisiologicamente contribuyen al mantenimiento del tono
vascular, la regulacién del flujo sanguineo hacia los tejidos, la permeabilidad vascular, la

modulacién del proceso inflamatorio y la coagulacion.™

La LRA inicialmente induce dafio al endotelio renal que se caracteriza por la
disrupcién del citoesqueleto de actina provocando el desprendimiento de las células de la
monocapa del endotelio. La alteracion en el citoesqueleto también afecta las uniones
estrechas intercelulares incrementando la permeabilidad vascular y produciendo edema,
comprometiendo aiin mas la perfusion tisular.' '® El endotelio tiene una participacion clave
en el inicio y en la progresién del proceso inflamatorio, puesto que, el dafio microvascular
induce la activacion endotelial junto con la expresién de marcadores de superficie celular
como ICAM-1 (molécula de adhesién intercelular) que promueven la adhesion vy
reclutamiento de leucocitos y plaquetas.”™ Una vez que el endotelio ha sido afectado,
particularmente las arteriolas en la zona post-isquémica sufren vasoconstriccion en
respuesta al incremento de las concentraciones tisulares de la endotelina, la angiotensina
I, el tromboxano A2, la prostaglandina H2, los leucotrienos C4 y D4 y la adenosina, asi
como, por la estimulacion simpatica nerviosa'” (Fig. 1). Aunado a la vasoconstriccion, la
vasodilatacion se ve limitada en respuesta a la disminucidn de la acetil colina, la bradicinina,
el oxido nitrico y otras sustancias vasodilatadoras.’”® ' La consecuencia de estos
fendmenos vasoactivos es uno de los efectos de gran importancia que suceden después
de la LRA, que corresponde a la disminucion en el flujo sanguineo renal y el sostenimiento
de la hipoperfusion renal después de varias horas. A nivel sistémico se ha descrito también
disfuncion endendotelial secundario a dafio renal también como consecuencia de un
balance inadecuado de las moléculas vasodlatadoras como éxidonitrico y vasoconstrictoras

como endotelina afectando a 6rganos blanco como por ejemplo el corazon.

1.2.2 Epitelio tubular renal.

El sistema tubular renal da inicio en la regién opuesta al polo vascular del glomérulo
y estd compuesto por el tubulo proximal, asa de Henle, tubulo distal y colector. El epitelio
tubular renal esta conformado por una capa simple de células cilindricas o cuboidales

adheridas a la membrana basal, de manera particular el las células epiteliales del tubulo
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proximal se caracterizan por estar provistas por un prominente borde de cepillo apical y

numerosos pliegues basales’.

Posterior al estado de hipoxia, las células epiteliales tubulares son incapaces de
mantener niveles adecuados de ATP, sufriendo dafio y muerte celular principalmente por
necrosis y apoptosis?® 2! El epitelio tubular proximal es particularmente mas sensible a
estados de hipoxia que el resto de los segmentos tubulares; esto es debido a que tiene una
demanda metabdlica energética mas alta y porque tiene una limitada capacidad de

glucolisis anaerdbica.

Uno de los componentes del epitelio tubular renal que se afecta de forma
preponderante corresponde al citoesqueleto de la actina. El citoesqueleto tiene un papel
integral en el mantenimiento de la funcion y estructura celular, asi como, en la polaridad, la
endocitosis, la transduccion de sefales, la motilidad, el movimiento de organelos, la
exocitosis, la division celular y la adhesion célula-matriz, de tal modo que el dafo al
citoesqueleto repercute de diversas formas en la funcion celular.’ La disminuciéon de ATP,
que resulta después del proceso isquémico, afecta la integridad del citoesqueleto, lo que
conlleva a diversas alteraciones como, pérdida del borde de cepillo del epitelio tubular,
cambio en la polaridad de la célula, alteracién en la localizacién de las moléculas de
adhesion y de las proteinas de membrana como la bomba Na*K*ATPasa y de las B-
integrinas. La relocalizacion de las B-integrinas de la membrana basal a la membrana apical
y la falta de adhesion de las células epiteliales resultan en la exfoliacidén de células al lumen
del tubulo, los restos celulares se combinan con las proteinas de Tamm Horsfall y
fibronectina para formar los cilindros que pueden obstruir los tubulos incrementando la

presion intratubular'” '¥(Fig. 1).

1.2.3 Proceso inflamatorio después de la lesion renal.

Durante la LRA se inicia una cascada de inflamacion, en donde, las quimiocinas son
el principal mediador de este proceso, promoviendo la expresién de moléculas de adhesion
y la activacion e infiltracion de los leucocitos.?? En el proceso inflamatorio participan células
del sistema inmune como los neutrdfilos, los monocitos/macréfagos, las células dendriticas,
los linfocitos natural killer, entre otras.' 23 El reclutamiento de los leucocitos es la principal

causa de dano endotelial y tubular en todas las fases de la LRA. Inicialmente el proceso
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inflamatorio, es caracterizado por la marginacién de los leucocitos al endotelio vascular
activado, via la interaccion entre las selectinas y los ligandos que ayudan a la adhesién
firme. Posteriormente, hay una transmigracion de los leucocitos al sitio inflamatorio.' Los
neutrdfilos y los monocitos regulan el proceso inflamatorio en la fase aguda dentro de las

primeras 24 h."3

El epitelio tubular renal también contribuye a la exacerbaciéon del proceso
inflamatorio, ya que sintetiza moléculas proinflamatorias y quimioatrayentes como el factor
de necrosis tumoral a (TNF-a, por sus siglas en inglés), la proteina quimioatrayente de
monocitos (MCP-1, por sus siglas en inglés), el factor de crecimiento transformante  (TGF-
B, por sus siglas en inglés), quimiocina de regulacion por activacién expresada y secretada
por los linfocitos T (RANTES por sus siglas en inglés o CCL5), proteina epitelial activadora
de neutrdéfilos (ENA-78, por sus siglas en inglés) y las interleucinas IL8, IL6, IL1-B, que
activan a las células inflamatorias (Fig. 1). El epitelio tubular también expresa receptores
tipo toll (TLRs por sus siglas en inglés),® que son una familia de receptores
transmembranales que detectan antigenos exdgenos microbianos o ligandos enddgenos
liberados de las células dafiadas. Varios estudios han demostrado que la prevencion del
proceso inflamatorio a través de la inhibicidon de neutréfilos y monocitos/macréfagos o el

bloqueo de las interacciones leucocito—célula endotelial tiene un efecto renoprotector.?® 26

1.2.4 Mecanismos de daio oxidante.

El estrés oxidante juega un papel primordial en la fisiopatologia tanto de la LRA,
como de la enfermedad renal crénica (ERC),?” 28 2° % ya que puede afectar la hemodinamica
renal al reducir la capacidad vasodilatadora del 6xido nitrico o al producir dafio en las células
endoteliales e inducir dano del epitelio tubular al promover la muerte celular por apoptosis

0 necrosis.?8

Las principales especies reactivas de oxigeno (ERO) que pueden participar en el
dano renal son: el anidn superéxido, el cual es generado por diversas enzimas oxidasas y
por los componentes de la cadena de transporte de electrones; el perdxido de hidrégeno
que puede ser formado por reduccion directa del oxigeno o puede provenir de la
dismutacion del superéxido; el radical hidroxilo, el cual se produce a partir de la reaccion de

Fenton y el acido hipocloroso, que es sumamente reactivo y se forma por la mieloperoxidasa
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de células fagociticas cuando se metaboliza el peréxido de hidrogeno.?® De igual forma
existen antioxidantes que intentan proteger la integridad celular de las ERO, dentro de los
mas importantes se encuentran las enzimas: superoxido dismutasa, catalasa, glutation
peroxidasa y tioredoxina reductasa.?’” 26 Es ampliamente conocido que durante cualquier
enfermedad renal, los antioxidantes intracelulares se encuentran disminuidos lo que resulta

en el incremento del estrés oxidante en el tejido.?’

Una de las fuentes mas importantes de la generacion de ERO corresponde a la
mitocondria. Este organulo en células renales normalmente produce pocas cantidades de
ERO, las cuales sirven para procesos de sefalizacion celular.?’ Bajo condiciones
patoldgicas, el desacople de la fosforilacion oxidativa y la pérdida en la integridad de la
membrana mitocondrial inducen excesiva cantidad de ERO provenientes de la cadena
respiratoria, particularmente del complejo | y 111.3° La produccion de superdxido en la
mitocondria es aumentada por diferentes estimulos fisiopatolégicos como: la angiotensina
II, el TNF-q, la hiperglucemia y la oxidacién de los lipidos de baja densidad, entre otros.
Particularmente las células tubulares proximales poseen abundantes mitocondrias, lo cual
indica que son altamente vulnerables al dafio causado por estrés oxidante.?* 32 La
desregulacién mitocondrial ademas, se caracteriza por la disminucién en la respiracion
celular y menor producciéon de ATP, asi como, por la liberacion de factores proapoptéticos

que finalmente determinan el dafio al epitelio tubular.?’

Otra fuente frecuente de ERO en la LRA corresponde al infiltrado de células
inflamatorias, principalmente neutréfilos y macréfagos, las cuales ademas de liberar una
gran cantidad de citosinas proinflamatorias sufren el denominado estallido respiratorio o
explosion oxidante, generando los radicales libres: superdxido, hidroxilo, acido hipocloroso
y perdxido de hidrogeno?® (Fig. 1). En sentido inverso, las ERO incrementan el proceso
inflamatorio e inducen la liberacion de citosinas proinflamatorias, por lo tanto, ambos

procesos estan intimamente relacionados en los diferentes tipos de enfermedad renal?® 33
(Fig. 1).
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Figura 1. Integracion de los mecanismos y componentes involucrados en la lesion renal
aguda. 1. La lesién renal aguda da inicio con la reduccién del flujo sanguineo renal (FSR) que
induce hipoxial. 2. La hipoxia y la produccién de ERO (especies reactivas de oxigeno)
provocan dafio en el epitelio tublar renal caracterizada por alteracion del citoesqueleto, pérdida
del borde de cepillo, despolarizacion de la célula, disrupcién de las células de la membrana
basal y muerte celular por necrosis y apoptosis. 3. La hipoxia y las ERO también inducen dafio
y activacion del endotelio, incremento en la permeabilidad vascular, aumento en la expresion
de las moléculas de adhesion endotelial, migracion de células inflamatorias y desprendimiento
de pericitos. 4. Se establece el proceso inflamatorio incluyendo neutréfilos, macréfagos y

linfocitos.
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1.3 Transicion de lesion renal aguda a enfermedad renal cronica.

Anteriormente se pensaba que los pacientes que sobrevivian a un episodio de LRA
y que presentaban una recuperacién de la funcién renal no tendrian consecuencias a largo
plazo.®* En los ultimos afios esta idea ha cambiado puesto que diversos estudios
experimentales y epidemioldgicos demuestran que la LRA es un factor eminente de riesgo

para conducir a enfermedad renal progresiva.'? 3°

En un meta-analisis que incluyd 13 estudios de pacientes que sobrevivieron a un
episodio de LRA, se evaluaron las consecuencias renales a largo plazo, en los resultados
se encontrd una incidencia de ERC y de enfermedad renal crénica terminal (ERCT) del
25.8% vy del 8.6%, respectivamente.®® También se ha reportado que los pacientes con
mayor severidad de LRA, medido por el aumento en la concentraciones de creatinina sérica,
tienen mayor riesgo de una evolucion mas rapida a ERC y de mayor severidad.®” En adultos
mayores el riesgo de ERCT, después de un episodio de LRA, se incrementa de 2 a 13
veces.® Se podria considerar la posibilidad de que la ERC en personas mayores sea
consecuencia de otros padecimientos secundarios, aunque en otro estudio realizado en 126
ninos que presentaron LRA sin ningun otro padecimiento, el 10% desarrollé6 ERC en un

lapso comprendido entre 1y 3 afios.>°

La transicion de la LRA a ERC ha atraido la atencion de varios investigadores
incluyendo a nuestro grupo, quienes hemos tratado de dilucidar los mecanismos
responsables de la transicion, a pesar de esto, todavia existen muchas interrogantes en

este proceso.

Posterior al inicio de la LRA, se espera que haya una recuperacion completa de la
funcion y la estructura renal, sin embargo, esto no sucede en todos los casos, ya que, la
reparacion puede ser incompleta. En este sentido, el grupo de trabajo de la 132 conferencia
de la ADQI (Acute Dialysis Quality Initiative) ha definido la reparacion completa como la
resolucion de la estructura y funcién renal sin secuelas a largo plazo por un lapso de 90
dias. Mientras que, la reparacion incompleta se defini6 como un proceso a lo largo del
tiempo, que resulta de dano estructural, fibrosis renal y con la consecuente reduccién
progresiva de la funcion renal.*°

Varios estudios, incluyendo los de nuestro laboratorio, han mostrado que un sello
distintivo de la reparacion incompleta y por lo tanto de la transicién de la LRA a ERC en la

rata es la persistencia del proceso inflamatorio, proliferacién del epitelio tubular y excesiva
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deposicion de matriz extracelular, con la consecuente aparicion de fibrosis tubulo-

intersticial .41 42 43 44

1.3.1 Epitelio tubular renal.

El epitelio tubular renal juega un papel central en la respuesta fibrética que conlleva
a la ERC progresiva.*® 46 Existe un interés en estudiar la capacidad de regeneracion
principalmente del tubulo proximal renal y de las células progenitoras que lo facilitan. En
ese sentido, se conoce que después de la LRA, las células epiteliales tubulares que
sobreviven son las principales responsables de la regeneracion tubular.” El mecanismo por
el cual, las células tubulares promueven la fibrosis renal es complejo, sin embargo, varios
estudios ha descrito que ocurre una reparacion incompleta debido a que, las células
epiteliales pierden la capacidad de rediferenciarse y recuperar su estructura normal, y por
lo tanto hay un arresto patoldgico de estas células en la fase G2/M del ciclo celular. Estas
células anormales tienen una intensa actividad de sefalizacion y expresan citocinas
profibréticas que promueven la infiltracion intersticial de células inflamatorias y la
proliferacion de fibroblastos.*® 48 4° Se ha reportado que las células arrestadas en G2/M
sintetizan factores profibréticos asociados a la activacion de la via de senalizacion de la
cinasa Janus (JNK, por sus siglas en inglés), lo que facilita la produccion principalmente de
TGF-B1 y del factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF, por sus siglas en inglés)* 48
(Fig. 2).

La relevancia de la participacion del epitelio tubular en la progresién a ERC, se hace
todavia mas evidente con los estudios recientes que demuestran que la lesion especifica y
aislada del tabulo proximal fue suficiente para inducir la activacion de la respuesta
inflamatoria, rarefaccién vascular y fibrosis renal, a pesar de que las células endoteliales no

fueron directamente dafiadas.*® %° '

1.3.2 El endotelio renal.

Una de las complicaciones de la LRA a largo plazo corresponde a la disminucion en
la densidad capilar peritubular, conocida como rarefaccion vascular.5? En este sentido, se
ha demostrado que la densidad capilar se reduce hasta en un 45%, cuatro semanas

después de inducir LRA en modelos murinos.® %4 % Esto indica que a diferencia del epitelio
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tubular, la vasculatura tiene menos potencial de regeneracion.’ Se ha postulado que la
ausencia de la reparacién vascular es debido a la reduccion en la expresién del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés),>® % lo que causa
alteraciones en la integridad endotelial, disminucién en la densidad capilar, defectos en la
perfusion tisular e hipoxia.*® A este respecto, se ha demsotrado que la administracion del
VEGF después de la isquemia preserva la densidad capilar en la rata.®” La rarefaccion
vascular puede ser un elemento clave en el desarrollo de fibrosis, puesto que mantiene al
tejido renal en un estado de hipoxia crénico, lo que a su vez inicia la activacién de las vias
de sefializacion inducidas por hipoxia®” y se ha determinado que la densidad capilar renal

correlaciona con la severidad de la fibrosis renal® (Fig. 2).

Es ampliamente aceptado que la hipoxia renal crénica es la via comun para la
progresion de la ERC, inclusive se ha considerado como un blanco terapéutico para la
transicion de LRA a ERC.%¢ %8 Existe un circulo vicioso entre el dafio tubular y la hipoxia,
ya que, como se explicd anteriormente, la hipoxia es causada por la rarefaccién vascular,
que a su vez impide la rediferenciacion y regeneracién de los tubulos perpetuando asi, la

disminucion del VEGF y manteniendo la rarefaccion vascular.

La hipoxia tiene también otros efectos deletéreos, pues es causante de apoptosis
en células epiteliales renales y puede activar fibroblastos locales, contribuyendo asi a la
fibrogénesis.*® La fibrosis agrava aiin mas la hipoxia, reduciendo la eficiencia en la difusion
del oxigeno a través del incremento de la distancia entre los capilares y los tubulos.*
Ademas, estudios in vitro han vinculado a la hipoxia con el proceso inflamatorio, debido a
que induce la adhesién leucocitaria al endotelio a través de la activacion de la integrina 32.°
No esta totalmente claro como es que persiste la rarefaccidén vascular y la hipoxia crénica,
debido a que durante la hipoxia se debe activar al factor inducido por hipoxia (HIF, por sus
siglas en inglés) que inicia la induccion de multiples factores angiogénicos para estimular
una respuesta vascular compensatoria, sin embargo, casi siempre este mecanismo no es

suficiente para evitar la rarefaccion vascular.®’
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1.3.3 Origen de las células que inducen fibrosis renal (miofibroblastos).

Si bien esta claro que los miofibroblastos son las células encargadas de la sintesis
de tejido conectivo que da origen a la fibrosis, tanto en el rindn como, en otros 6rganos, el
origen de los miofibroblastos estd en debate y ha estimulado intensa investigacion al
respecto.*® 52 |dentificar los miofibroblastos en riidn ha sido un reto, ya que requiere una
combinacion de criterios que incluye localizacién, morfologia y marcadores de expresion.®?
Varios grupos han demostrado que principalmente los pericitos son las células que
contribuyen a la acumulacion de miofibroblastos a través de la transdiferenciacion de
pericito-miofibroblasto® 4° 83(Fig. 2). Los pericitos son células especializadas que se
encuentran adheridas a células endoteliales y mantienen la estabilidad e integridad vascular
involucrando la liberaciéon de factores como: VEGF-A, factor de crecimiento derivado de
plaquetas (PDGF, por sus siglas en inglés), angiopoyetina, y TGF-B.%2 ® Aunque los
mecanismos responsables de la disociacion de los pericitos de la célula endotelial estan en
investigacion, se ha descrito que la disminucién del VEGF-A, puede inducir la inestabilidad
capilar y la liberacién de los pericitos al intersticio, con la subsecuente transdiferenciacion
a miofibroblastos. La pérdida de pericitos del endotelio vascular, aunado a su participaciéon
en la fibrosis renal, causa inestabilidad en los capilares contribuyendo asi, a la rarefaccién
vascular.®* También, se ha reportado que este proceso se acompaiia de la sobre-regulacion
de los receptores B y a de PDGFR (PDGFR-B y PDGFR-a), mientras que, el bloqueo de
estos receptores previene la disociacion de los pericitos.®® La estabilidad vascular y por lo
tanto, la de los pericitos también se ve reducida después del dafio renal por alteraciones en
la regulacién del inhibidor tisular de metaloproteinasas (TIMP-3, por sus siglas en inglés),
la desintegrina y la metaloproteinasa con motivos de trombospondina (ADAMTS1, por sus

siglas en inglés) que son proteinas que regulan la protedlisis y angiogénesis en el pericito.®

Otras células que podrian estar involucradas en el origen de los miofibroblastos son
fibroblastos residentes, las células derivadas de la médula 6sea, las células endoteliales y
las células productoras de eritropoyetina.®® También, se ha sugerido la posibilidad de que
los miofibroblastos tuvieran su origen derivado del epitelio tubular danado, por el proceso
de transdiferenciacién epitelio-mesénquima, sin embargo, algunos estudios ponen en duda

esta afirmacion.52 66 67
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1.3.4 El proceso inflamatorio persistente después de lesidn renal.

Después del dano renal, el proceso inflamatorio se establece inicialmente como
respuesta de proteccion, para tratar de eliminar la causa y promover la reparacion del tejido,
sin embargo, ésta también puede ocasionar fibrosis progresiva® (Fig. 2). Los macréfagos
particularmente juegan un papel central, tanto en la reparacion del tejido afectado, como en
la promocion del dafo,™ induciendo fibrosis y progresion a ERC al generar citocinas
profibréticas entre las que se incluyen TGF-f3, PDGF-B, factor de crecimiento de fibroblastos
(FGF-2, por sus siglas en inglés), entre otras, las cuales promueven la proliferacién y la
sobrevivencia de miofibroblastos, que a su vez, producen constituyentes de la matriz
extracelular.® ® ¢ [os macrofagos estimulados son capaces también de sintetizar
fibronectina y colageno contribuyendo con ésto a la fibrosis. Después de la LRA se ha
demostrado la presencia de dos subtipos de macréfagos que pueden diferenciarse bajo la
influencia del microambiente local.?® ¢ 8 |os macrofagos tipo 1 (M1) (inducidos por
interferdn y lipopolisacaridos) que migran inmediatamente después del dafio y se encargan
de la produccion de moléculas proinflamatorias, y los los macréfagos tipo 2 (M2)
(estimulados por IL-4 e IL13) que surgen en la fase de recuperacion de la LRA y que
sintetizan factores profibréticos que ayudan a la proliferacién de las células tubulares y la
reparacion del dafo. Los M2 se han subclasificado en M2a (profibréticos o de reparacién),

M2b (inducidos por complejos inmunes) y M2c (antinflamatorios).5®
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Figura 2. Integracion de los mecanismos y componentes involucrados en la transicion de
lesion renal aguda (LRA) a enfermedad renal cronica (ERC). 1. La hipoxia y las especies
reactivas de oxigeno (ERO) causan dafio persistente al epitelio tubular y reducen la
produccion de VEGF (factor de crecimiento endotelial y vascular) lo cual ocasiona rerefaccion
vascular y disfuncion endotelial. 2 El epitelio tubular dafiado es incapaz de diferenciarse y se
arresta en la fase G2/M del ciclo celular provocando la sintesis de factores profibréticos y
proinflamatorios aunado a disfuncién mitocondrial y atrofia tubular. 3. Se establece un proceso
inflamatorio y los macréfagos promueven fibrosis y progresién de la ERC. 4. Los pericitos se
desprenden del endotelio transdiferenciandose a miofibroblastos y contribuyendo a la

inestabilidad vascular y sintesis de moléculas profibrétias y matriz extracelular.
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1.4 La desnutricion, el desarrollo fetal y su influencia en la salud y la
enfermedad.

1.4.1 Desnutricion en el mundo y México.

La malnutricion es un término general que hace referencia a la desnutricion o a la
sobrealimentacion. La desnutricion se define como la ingesta insuficiente de alimentos y
nutrientes para las necesidades del organismo y se manifiesta como bajo peso o retardo en
el crecimiento para la edad.’”® Se ha estimado que durante el 2017, el niimero de personas
subalimentadas alcanzé los 821 millones, lo cual representa una persona de cada 9
alrededor del mundo, pero en particular en paises subdesarrollados.”” Aunado a esto, la
anemia en mujeres en edad reproductiva también esta aumentando a nivel mundial puesto
que se presenta en un 34.8%, lo que representa un problema de atencion inmediata.”! Los
nifos desnutridos suelen ser la poblacion mas vulnerable, ya que tienen consecuencias
importantes como limitaciones relacionadas con retraso en el crecimiento, deficiente estado
inmunitario, enfermedades infecciosas recurrentes, incapacidad para recuperarse de
enfermedades, deficiencias para aprender y para realizar actividades fisicas.”? Se conoce
que 151 millones de nifios menores de 5 afios en todo el mundo (aproximadamente el 22%)
estan afectados por retraso en el crecimiento y 51 millones por emaciacion por lo cual son
una poblacién vulnerable y corren mayor riesgo de morbilidad y mortalidad.”! Se ha
estimado que el 45% de las muertes de nifios menores de 5 afios esta relacionada con
malnutricion.” Dadas estas cifras, prevenir la desnutricién es un reto importante para los
paises e incluye una adecuada alimentacién, antes y durante la gestacion y la lactancia,
ademas de que el nifio sea alimentado con leche materna por 2 afios, alimentos seguros y

saludables durante la infancia y accesos a servicios basicos y actividad fisica.”

En México, las fuentes fundamentales para evaluar y monitorear los indicadores de
salud de la poblacién han sido las Encuestas Nacionales de Salud y Nutricion (ENSANUT),
las cuales en las ultimas dos décadas se han convertido en un insumo primordial para
estudiar la magnitud, distribucion y tendencias de los padecimientos que afectan a la
sociedad con mas frecuencia y de esta forma se establezcan programas y politicas publicas

en materia de salud y nutricion.

La seguridad alimentaria en la poblacién en pobreza o marginacién es uno de los

retos mas importantes para lograr el bienestar en la poblacién. Derivado de los resultados
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de la encuesta ENSANUT 2012, se reporté que alrededor de un tercio de los hogares en
México se encuentran en las formas mas graves de inseguridad alimentaria y los mas
afectados son los estados del sur, los hogares indigenas y los hogares en pobreza.” En
los resultados de la encuesta ENSANUT 2018, 4 de cada 10 hogares mexicanos de menor
nivel socioeconémico y que habitan en localidades menores de 100,0000 habitantes se
encuentran en inseguridad alimentaria moderada o severa.”® Desde luego estos resultados
impactan en el estado nutricional de los mexicanos. Cuevas-Nasu y colaboradores 2019,
describieron la prevalencia de desnutricion infantii y algunas caracteristicas
sociodemograficas asociadas con la desnutricion cronica en menores de 5 anos de
localidades de menos de 100,000 habitantes. Sus resultados revelan que el 4.4% de los
nifios tienen bajo peso, el 14.9% desnutricion cronica y el 1.5% emaciacion.”® La
desnutricién crénica infantil se presentdé con mayor prevalencia en hogares indigenas,
hogares de mayores carencias socioecondmicas y con inseguridad alimentaria. Como se
menciondé anteriormente, los nifios que sufren de desnutricibn pueden tener dafos
irreversibles en el desarrollo cerebral, lo que impide que desarrollen plenamente su

potencial fisico y cognitivo.

La anemia es también un problema de salud publica principalmente en paises de
ingresos medios y bajos,”” aunque sus causas pueden ser multifactoriales, la nutricién juega
un papel importante. Este padecimiento es una de las causas mas importantes de
morbilidad-mortalidad materna e infantil, partos prematuros, bajo peso al nacer, capacidad
disminuida para realizar trabajo fisico y baja productividad en la vida adulta, lo que provoca
menor desarrollo econdémico. En México, el 34.3% de las mujeres en edad reproductiva
presentd anemia.”” Los factores asociados con la presentacién de anemia fueron:
pertenecer a categorias mas severas de inseguridad alimentaria en el hogar y vivir en areas
urbanas. Las causas son diversas, pero algunas de las detectadas fueron deficiencia de
hierro, pobre consumo de factores potenciadores de la absorcion (vitamina C y carne) e
infecciones, entre otras. En el caso de las mujeres embarazadas, la desnutricion puede
tener repercusiones graves particularmente durante la gestacion y/o la lactancia resultando

en consecuencias negativas en la vida adulta.”® 7®

Los padecimientos previamente mencionados (la inseguridad alimentaria, la
desnutricién y la anemia) tienen un factor comin que corresponde a la pobreza, que
también representa uno de los retos mas importantes para este pais. En México, de acuerdo

con el informe del 2018 del Consejo Nacional de Evaluacion de la Politica de Desarrollo
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Social (CONEVAL) el 41.9% de la poblacién (52.4 millones de personas) se encuentran en

pobreza y el 7.4 % en pobreza extrema (9.3 millones de personas).

Como se menciond, lo anterior es un problema de salud publica, pero también refleja
una distribucion inequitativa de la riqueza y un sistema de salud ineficiente que no garantiza

la cobertura y el acceso efectivo y universal a sus servicios.

1.4.2 Concepto DOHaD (Developmental Origin in Health and Disease).

Existen suficientes evidencias en animales y en humanos que demuestran que la
alteracion del ambiente intrauterino durante la gestacion repercute de forma importante en
el desarrollo de los organismos.” & 8" A este fenémeno se le llamo “programacion del
desarrollo”, el cual se refiere a la exposicion de eventos adversos durante la etapa de
desarrollo prenatal o posnatal temprana que causan cambios permanentes en la fisiologia,
metabolismo o epigenoma de un individuo y que subsecuentemente puede verse afectado
en su salud e incrementar el riesgo de presentar enfermedades.?® Actualmente, el término
mas apropiado es DOHaD (por sus siglas en inglés Developmental Origin of Health and
Disease) que se puede traducir como el origen durante el desarrollo de la salud y la
enfermedad. De forma mas especifica el concepto DOHaD propone que ciertos
mircoambientes durante el desarrollo pueden influenciar la respuesta individual a los retos
presentados en la vida adulta en términos de susceptibilidad o resiliencia y no
necesariamente a que inevitablemente puede presentar determinada enfermedad.®? El area
de investigacién en DOHaD ha sido cada vez mas aceptado por la comunidad cientifica en
el area médica y ciencias bioldgicas y ha tenido una expansion importante en sus lineas de
estudio. Desde el establecimiento en el 2003 de la sociedad internacional en el campo de
DOHaD, el reconocimiento cientifico y social ha venido en aumento debido a que ofrece
una perspectiva mas amplia que incluye el desarrollo fetal como determinante de la salud
o enfermedad en la edad adulta y su asociacién con una amplia variedad de enfermedades
cronicas no transmisibles, que hoy en dia son causantes del 72% de las muertes a nivel
mundial.®? Debido a ésto, el creciente interés estd relacionado con las principales
enfermedades que afectan a la sociedad y los conocimientos derivados de esta area, estan
contribuyendo en el desarrollo de politicas publicas. Conforme se avanza en la investigacion
cientifica se han sumado cada vez mas patologias que pueden tener su origen en el

desarrollo fetal, dentro de las cuales se encuentran enfermedades cardiovasculares,
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renales, metabdlicas, pulmonares cronicas, algunos tipos de cancer, osteoporosis, déficit

cognitivo y mas recientemente enfermedades mentales.®?

Tanto la gestacion como la lactancia, son periodos criticos que se caracterizan por
alto grado de plasticidad y elevada taza de proliferacion celular para la formacion de tejidos
y 6érganos, por lo tanto, la exposicidon a un ambiente intrauterino adverso en estas etapas
criticas repercute negativamente en el desarrollo y se ve reflejado en la vida adulta.?® Dichas
exposiciones incluyen desnutricion, sobrealimentacién, malnutricién, teratdgenos como
contaminacion, drogas, alcohol, ambiente hormonal alterado, sobrepeso, obesidad, exceso
de ganancia de peso gestacional, diabetes mellitus, estrés materno, estrés oxidante por

hipertension o insuficiencia placentaria.

En términos generales se pueden establecer tres mecanismos no mutuamente
excluyentes, que pueden estar involucrados en una programacion negativa durante el

desarrollo:

1) Cambios estructurales permanentes en érganos o tejidos: Estos cambios debido a que
son permanentes pueden contribuir al desarrollo de enfermedad crénica. Durante la
organogénesis la escasa cantidad de nutrientes son utilizados para 6rganos vitales
como cerebro o corazon causando una exacerbada limitacion de nutrientes a érganos
viscerales como pancreas, higado y rifiones. Si un nutriente se restringe durante una
etapa critica del desarrollo ese reto nutricional puede resultar en alteraciones
permanentes en la funcidn celular, estructura del 6rgano y la consecuente funcién del

mismo.84 85

2) Envejecimiento celular acelerado: Se han propuesto varias causas para explicar el
envejecimiento, incluido estrés oxidante, inflamacion y un ambiente hormonal alterado.
El estrés oxidante puede inducir dafio en el DNA, mutaciones puntuales, rompimiento

directo del DNA, funcién celular alterada y envejecimiento celular.8 8

3) Epigenética: La epigenética se refiere a los cambios heredables mitéticos o meiéticos,
en la expresion del gen, que no pueden ser explicados por los cambios en la secuencia
de DNA. Los mecanismos especificos de programacion epigenética de la expresion del
gen incluyen metilacién del DNA, modificacion de varias histonas, proteinas de union

autorregulatorias del DNA y RNA no codificantes.®

Generalmente se ha pensado que las enfermedades no transmisibles (ENT), como

el caso de enfermedades renales y cardiovasculares, hipertension, sindrome metabdlico o
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diabetes mellitus, tienen predominantemente un componente genético o que estan
asociadas al estilo de vida de la poblacion afectada. Aunque estos factores son
importantes, el modelo DOHaD ofrece una teoria alterna mas completa que explica la alta
prevalencia de estas enfermedades y en particular en paises en desarrollo.?” Este abordaje
permite disefar estrategias de intervencion que incluyan la 6ptima alimentacién de la
madre con el objetivo de impactar positivamente el desarrollo fetal y por lo tanto en la salud

del nifo con el objetivo de reducir la presentacion y prevalencia de las ENT.

1.4.3 La desnutricion durante la gestacion y su efecto en el desarrollo fetal.

El desarrollo fetal esta influenciado por tres factores: el estado nutricional de la
madre durante el embarazo, la funcion placentaria y la capacidad del feto para utilizar los
nutrientes.® La nutricion materna juega un papel fundamental en el adecuado crecimiento
y desarrollo del feto. La falta de nutrientes durante la gestacién puede producir alteraciones
permanentes tanto estructurales como funcionales.®® El impacto a largo plazo dependera
del momento de la gestacion en el que se produjo la desnutricion, de su duracién e
intensidad, el tipo de nutriente, la especie, el sexo y cada érgano o tejido tiene un periodo
critico o sensible de mayor replicacion celular durante el cual se vera mas afectado.® Como
se mencionod anteriormente, existe una amplia variedad de enfermedades en la vida adulta
asociadas a desnutricion durante el embarazo. Un ejemplo que se suele citar
frecuentemente son las mujeres holandesas embarazadas durante la hambruna en la
Segunda Guerra Mundial ocurrida entre 1944 y 1945, en donde el consumo de calorias se
disminuy6 en un 50% y los hijos de estas madres desarrollaron en la edad adulta diversas
patologias. En este estudio encontraron, que si la restriccion de nutrientes era en el primer,
segundo o tercer trimestre de gestacién, tenia una clara influencia en el tipo de enfermedad
que presentarian los hijos en el futuro, estableciendo asi cual érgano o sistema seria el
afectado. Las personas expuestas a desnutricion materna en el primer trimestre de
gestacion feron mas suceptibles a al presentacion de enfermedad cardiaca coronaria, perfil
lipidico alterado, mayor obesidad e incrementos en el fibrinbgeno plasmatico. La
desnutricion en el segundo trimestre de gestacion se relacion6 con enfermedad obstructiva
de vias respiratorias y el incremento en la prevalencia de microalbuminuria y la desnutricion
durante el tercer trimestre de gestacion se asoci6 con alteracion en la prueba de tolerancia

a la glucosa.®® En este tipo de estudios epidemioldégicos en humanos no es posible
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determinar los mecanismos moleculares de la programacion, por lo cual resulta

indispensable el uso de modelos animales.

Algunos de los mecanismos que alteran el desarrollo fetal, que se han descrito de
forma especifica asociado a deficiencia de nutrientes incluyen: vias de senalizacion
sensible a nutrientes,®’ estrés oxidante,®* remodelacion tisular,®® modificaciones

epigenéticas® y alteraciones en la microbiota intestinal.®

Contrariamente a todo lo que se ha expuesto, en algunas ocasiones los eventos
adversos intrauterinos pueden tener ciertas ventajas conferidas por la plasticidad en el
desarrollo. La plasticidad involucra la capacidad de un genotipo a producir mas de una
forma alternativa de estructura y estado fisiologico o comportamiento en respuesta a
condiciones ambientales.®* Desde una perspectiva evolutiva bioldgica, la plasticidad de un
organismo en desarrollo forma parte de un proceso adaptativo, ya que los cambios
inducidos durante el desarrollo fetal, capacitan al organismo para la sobrevivencia, aunque

ésto pueda tener un costo a largo plazo.%

Si bien no hay una prueba especifica que permita conocer si ha sucedido un efecto
adverso intrauterino, se puede hacer uso de los datos clinicos para aproximarse. Uno de
los marcadores mas importantes es el peso al nacimiento, el cual nos habla de una salud
y nutricién materna y fetal adecuada.® El bajo peso al nacimiento (BPN) es definido por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como el nacimiento de nifilos con un peso menor
a 2,500 g. Las causas del BPN incluyen malnutricion materna (anemia, bajo peso),
enfermedades maternas (hipertension, diabetes, infecciones), caracteristicas maternas
(corta o avanzada edad y multiples partos) u otros factores de riesgo (fumadoras,
alcoholismo, farmacos innecesarios).®® La reduccion de la prevalencia del BPN sigue
siendo reconocida como una prioridad a nivel mundial debido a las consecuencias que
pueden padecer estos nifios en la vida adulta, no solo porque se asocia a un riesgo mayor
de padecer complicaciones en el periodo neonatal y a un aumento en la mortalidad
perinatal, sino que también se asocia con un mayor riesgo de padecer enfermedades
crénicas como: diabetes mellitus, enfermedad cardiovascular, hipertension, deficiencias
cognitivas, entre otras.®” ¥ La UNICEF estimé que a nivel mundial 1 de cada 7 nifios
nacidos (14.6%, 20.5 millones) padecen BPN presentandose mas de la mitad de los casos

en Asia.%
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1.4.4. Programacion renal durante el desarrollo y sus implicaciones clinicas.

Existe un consenso general de que en los humanos cada riidn tiene
aproximadamente 1 millén de nefronas al nacimiento, sin embargo, se conoce que hay gran
variabilidad entre individuos.®® Esto sugiere una influencia importante al momento del
desarrollo fetal sobre la nefrogénesis. Existen numerosas condiciones que pueden
influenciar la nefrogénesis durante el desarrollo incluyendo la restriccion del crecimiento
intrauterino, nacimientos prematuros, intervenciones farmacolégicas, inadecuada nutricion,

contaminantes ambientales, etc.%

Desde que se describid que el BPN, ya sea asociado a nacimientos prematuros (<37
semanas de gestacion) o por restriccion del crecimiento intrauterino (RCIU), es un
antecedente para el desarrollo de enfermedades renales y cardiovasculares,'® se le ha
dado importancia a este dato clinico y ha promovido la investigaciéon en busqueda de la
explicacién de esta asociacidon. Diversos estudios epidemioldégicos han demostrado que
existe una correlacion positiva entre el BPN y un reducido nimero de nefronas,™" por lo
tanto, el BPN también es un marcador robusto del déficit de nefronas.®® %2 Personas que
nacieron con un numero menor de nefronas, a diferencia de los que tuvieron la cantidad
adecuada, son mas susceptibles a desarrollar hipertension y disfuncion renal, en particular
después de padecer alguna otra complicacion que promueve una pérdida adicional de
nefronas, como es el caso de diabetes mellitus o hipertension, ambas enfermedades muy

prevalentes en las personas adultas.®”

Las consecuencias clinicas en humanos producto de una reducida cantidad de
nefronas fueron propuestas por primera vez por Brenner et al en 1988 % sugiriendo que
estos individuos podrian estar predispuestos a enfermedades como hipertensién arterial y
enfermedad renal cronica. Posteriormente, se confirmd que la disminucion de nefronas, ya
sea de forma adquirida o congénita se puede asociar a hipertrofia, hiperfiltracion e
hipertension glomerular.®® 94 |nicialmente éstos son mecanismos compensatorios
adaptativos, pero que, conforme pasa el tiempo puede favorecer todavia a una mayor

pérdida de nefronas que conlleve a enfermedad renal crénica progresiva.®’

Histolégicamente el tamafo glomerular varia de forma inversa con el numero de
nefronas, de hecho la glomérulomegalia es también un marcador indicativo del reducido

numero de nefronas.®® Aunado a los cambios estructurales se ha visto que nifios con BPN
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y prematuros tienen una TFG reducida al nacimiento y un incremento en el riesgo de

presentar microalbuminuria. 1%

1.4.5 Larestriccion proteinicay su influencia en el desarrollo renal.

Como se ha explicado anteriormente, la nutricion materna antes de la concepcion y
durante el embarazo es un factor crucial que puede influenciar el desarrollo renal durante
la vida fetal. Diversos estudios han explorado el efecto de la deficiencia de hierro, vitamina
A, calcio, zinc, acido félico, restriccion proteinica y caldrica entre otras y los fenotipos
pueden ser revertidos con la suplementacion de los nutrientes demostrando la importancia

de una nutricion optima para el desarrollo adecuado del tejido renal.” 9 102

De manera particular, se ha reportado que la restriccion proteinica (RP) en ratas
durante la gestacién induce cambios morfo-funcionales relacionados principalmente con
nefrogénesis deficiente.'® % En el afio de 1968 Zeman FJ, describio por primera vez que
la deficiencia severa de proteina materna trae como consecuencias disminucién en el
nuamero de nefronas en las crias, asi como, menor proporcion de glomérulos bien
diferenciados.'®” En estudios posteriores este hallazgo ha sido consistente, reportando una
reduccion entre el 20 y 30% de nefronas dependiendo del grado de RP.05 108 109 110 111
Aunque los mecanismos no han sido dilucidados del todo, se han sugerido cambios en la
expresion de genes involucrados en la transformacion de mesénquima a epitelio 2y en los
genes que participan en las vias de sefializacion de la nefrogénesis,' asi como, la
regulacién a la baja de microRNAs especificos que alteran funcién, estructura y cantidad
de nefronas.’* Otro mecanismo descrito corresponde al incremento de apoptosis de las
células mesenquimales de la zona nefrogénica, principalmente al inicio de la
metanefrogénesis de los rifiones en desarrollo.''® 115 116 Diversos autores han propuesto
que la supresion del sistema renina angiotensina aldosterona intrarrenal podria contribuir
al déficit de nefronas,'® "7 puesto que en condiciones normales es esencial para la
formacién de vasos sanguineos y tubulos durante la nefrogénesis. En restriccion proteinica
materna (RPM) severa se ha descrito en las crias, la presencia de glomérulos
morfolégicamente inmaduros '8 119y ultraestructuralmente se observo engrosamiento de la
membrana basal glomerular con desorganizacion del endotelio fenestrado y la

degeneracién de los pedicelos de los podocitos.'®
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2.0 JUSTIFICACION.

Existe suficiente evidencia en estudios experimentales y en humanos que
demuestran que la alteracién del ambiente uterino durante la gestacion repercute de
forma importante en el desarrollo de los organismos. Aunque son multiples los factores
que pueden estar interactuando en el desarrollo fetal, los aspectos nutricionales cobran
mayor importancia debido a que existen paises o regiones geograficas en donde una
nutricion adecvuada puede estar comprometida durante el desarrollo fetal.
Especificamente, se ha reportado en ratas que la restriccion proteica durante la
gestacién repercute en alteraciones morfo-funcionales relacionadas principalmente con
una nefrogénesis deficiente y como consecuencia un menor numero de nefronas en las
crias. Este tipo de alteraciones asociadas a la desnutricién durante el desarrollo fetal
podrian impactar en la infancia o la vida adulta del individuo y hacerlo mas susceptible a
desarrollar enfermedades renales. Por lo tanto, en este estudio decidimos evaluar el
impacto que tiene la restricciéon proteinica materna y la consecuente nefrogenésis
reducida frente a un segundo reto, como lo es la lesién renal aguda y su transicion a

enfermedad renal cronica.
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3.0 OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el impacto fisioldégico, morfolégico y molecular en los rifiones por la
restriccion proteinica materna en las crias de rata Wistar machos, en condiciones basales
y frente a un episodio de Lesion Renal Aguda, asi como su transicién a Enfermedad Renal

Cronica.

3.1 Objetivos Especificos

1. Evaluar si existen diferencias en la fisiologia y/o estructura renal de crias de ratas
Wistar provenientes de madres con restriccidon proteinica.

2. Estudiar si existe un comportamiento diferencial en la expresion de genes
vasoactivos, inflamatorios y de estrés oxidante.

3. Determinar el impacto de la restriccion proteinica materna sobre un episodio de
LRA en las crias de rata Wistar.

4. Evaluar el impacto de la restriccidon proteinica materna frente a la transicién de
LRA a ERC en las crias de rata Wistar.

5. Establecer los posibles mecanismos involucrados, estudiando vias vasoactivas,

profibréticas y de inflamacion.
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4.0 MATERIAL Y METODOS.

El protocolo de investigacién se llevo a cabo con la aprobacién del Comité Interno
para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ).

4.1 Modelo para obtener crias de madres con restriccion proteinica.

Se utilizaron ratas Wistar hembras y machos (Tabla 1. numero de ratas) de 10-12
semanas de edad y con un peso entre 220+20 g, obtenidas del INCMNSZ. Las ratas se
mantuvieron en un cuarto con temperatura controlada entre 21y 22 °C, con ciclos de luz 'y
oscuridad de 12 h. Previo al apareamiento, las ratas estuvieron alimentadas con Purina
Chow 5001. Las ratas hembras se colocaron con los machos (1 Macho por 4 hembras) y
cuando se identificaron espermatozoides en frotis vaginal se considero el dia de concepcién
(dia 0). Las ratas gestantes se dividieron en dos grupos: el que se alimento con dieta control
(C) o con dieta restringida en proteinas (R) (Tabla 2, composicién de la dieta elaborada en
el INCMNSZ)'20 121

Después del nacimiento de las crias y durante la lactacién, las ratas madre se
sometieron a las siguientes intervenciones: El grupo control se dividié en dos partes iguales:
una parte continué con la dieta control y la otra parte recibié dieta restringida en proteinas,
conformando el grupo con dieta estandar en la gestacién y dieta restringida en proteinas en
la lactancia (CR). El grupo con dieta restringida en proteinas durante la gestacion se dividio
en dos partes iguales: una parte continuaron con dieta restringida en proteinas durante la
lactancia (grupo RR) y la otra recibi6 dieta control (grupo RC). Para asegurar homogeneidad
en el estudio, camadas de 10 a 14 crias se ajustaron al nacimiento a 10 crias por madre,

en donde se estimd que aproximadamente la mitad son machos y la otra mitad hembras.
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LESION RENAL AGUDA

Grupos de n de Dieta en Dieta en No. Crias Grupos n
Madres madres | Gestacién | Lactancia macho en crias crias/gpo

cC 7

C 3 C C 15 CCHIR 8

CR 7

CR 3 C R 15 CRIR 8

RC 7

RC 3 R C 15 RCAIR 8

RR 7

RR 3 R R 15 RRAIR 8

TRANSICION DE LESION RENAL AGUDA A ENFERMEDAD RENAL CRONICA

Grupos de n de Dieta en Dieta en No. Crias | Grupos en n
Madres madres | Gestacién | Lactancia macho crias crias/gpo

cC 10

C 6 C Cc 30 CC+Nx 10

CCIR+NXx 10

CR+Nx 10

CR 4 ¢ R 20 CRIR+NX 10

RC+NXx 10

RC 4 R c 20 RCIR+NXx 10

RR+Nx 10

RR 4 R R 20 RRIR+NXx 10

Tabla 1. Conformacioén de los grupos y nimero de las ratas madre y crias en los estudios
de lesion renal aguda y su transicion a enfermedad renal crénica. C: dieta control, R: dieta
restringida en proteina, CC: dieta control durante gestacion y lactancia, CR: dieta control
durante gestacion y restringida en lactancia, RC: dieta restringida en gestacién y control
en lactancia, RR: dieta restringida durante gestacién y lactancia, IR: isquemia/reperfusion

renal, Nx: nefrectomia.

Dieta Control

Dieta restringida

(%) (%)

Caseina 20 10
Cistina 0.3 0.15
Colina 0.165 0.165
Vitaminas 1 1
Minerales 5 5
Celulosa 5 5
Aceite de maiz 5 5
Carbohidratos

Harina de maiz 31.76 37.34

Dextrosa 31.76 37.34

Tabla 2. Composicion de las dietas control y restringidas.
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4.2 Peso y mediciones morfométricas en las crias del modelo de
transicion de lesion renal aguda a enfermedad renal cronica.

Entre 12 y 24 h después del nacimiento las crias se identificaron, se pesaron y
posteriormente con el uso del calibrador Bernier se hicieron las siguientes mediciones
morfométricas:

e Longitud: desde el hocico hasta la punta de la cola.
e Ancho abdominal: medido de lado a lado en el abdomen medio.
e Ancho craneal: de oreja a oreja.

¢ Distancia ano-genital para determinacion del sexo.

El seguimiento del peso corporal de las crias se realizé los dias 7, 14 y 21.

4.3 Modelo de lesion renal aguda inducida por isquemia/reperfusion.

Una vez que las ratas crias fueron destetadas al dia 21 post-nacimiento, se
separaron por sexo para utilizar anicamente los machos, se alimentaron con dieta estandar
para roedores y se clasificaron con base en las dietas de las madres en los siguientes
grupos: CC, CR, RC y RR. Cuando las crias alcanzaron entre 280-330 g, cada grupo fue
dividido a su vez en dos partes iguales: la mitad de las ratas se sometieron a
isquemia/reperfusion renal (IR) conformando los grupos CC+IR, CR+IR, RC+IR, RR+IRy a
la otra mitad de las ratas por grupo se les realiz6 cirugia falsa conservando el mismo nombre
de los grupos originales (CC, CR, RC y RR).

Las ratas se anestesiaron con pentobarbital sédico a una dosis de 30 mg/kg y se
colocaron en una cama termoregulada a 37°C. Se realizé una laparotomia para acceder a
retroperitoneo y disecar el paquete vascular renal de forma bilateral para interrumpir el flujo
sanguineo a los rifiones mediante la colocacion de un clip vascular en cada arteria renal
durante 45 min. La isquemia fue verificada visualmente por el cambio de color del rifidn.
Los animales fueron suturados de la pared abdominal con vicryl 3-0 y la piel con seda 3-0.
El mismo procedimiento se realizdé en las ratas con cirugia falsa, con excepcién de la
colocacion del clip. Cuando los animales se recuperaron de la anestesia se colocaron en
jaulas metabdlicas para recoleccion de orina y después de 24 h de reperfusién renal se

realizaron las mediciones fisioldgicas (Fig. 3).
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Figura 3. Disefio experimental para el estudio del efecto de una dieta hipoproteica materna
en la gestacion y/o la lactancia, en la lesion renal aguda en las crias. C: dieta control, R: dieta
restringida en proteina, CC: dieta control durante gestacién y lactancia, CR: dieta control
durante gestacion y restringida en lactancia, RC: dieta restringida en gestacién y control en
lactancia, RR: dieta restringida durante gestacion y lactancia, IR: isquemia/reperfusion renal.

4.4 Modelo de latransicion de lesion renal aguda a enfermedad renal
cronica inducido por isquemial/reperfusion unilateral mas nefrectomia.

Las ratas crias fueron destetadas el dia 21 y se sexaron para utilizar unicamente los
machos. Las ratas se alimentaron con dieta estandar para roedores y se clasificaron con
base en las dietas de las madres en los siguientes grupos: CC, CR, RC y RR.

Cuando las crias alcanzaron entre 280 y 330 g, cada grupo fue dividido en dos partes
iguales: la mitad de las ratas se sometieron a IR mas nefrectomia (IR+Nx) conformando los
grupos CCIR+Nx, CRIR+Nx, RCIR+Nx, RRIR+Nx, y a la otra mitad de las ratas por grupo
se les realizé cirugia falsa mas nefrectomia, conformando los siguientes grupos (CC+NXx,
CR+Nx, RC+Nx y RR+NXx), de igual forma se agregd un grupo control sin isquemia y sin
nefrectomia (CC).

Para llevar a cabo el procedimiento de IR unilateral, las ratas se anestesiaron con
pentobarbital sédico a una dosis de 30 mg/kg y se colocaron en una cama termorregulada
a 37°C. Se realiz6 laparotomia para acceder a retroperitoneo y disecar el paquete vascular
del rindn izquierdo para interrumpir el flujo sanguineo mediante la colocaciéon de un clip
vascular en la arteria renal durante 45 min. La isquemia fue verificada visualmente por el

cambio de color del rindn.
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En el caso de la nefrectomia, se diseco el paquete vascular del rifidn derecho, se
colocaron dos ligaduras con hilo seda 3-0, en el hilio renal, tanto proximal como distal y se
realizé el corte en la parte central de las ligaduras. Se retiré el rifidn teniendo cuidado de no
extraer la glandula adrenal y se verificd que no hubiera hemorragia.

Después de la nefrectomia y de haber transcurrido los 45 min de isquemia, los
animales fueron suturados de la pared abdominal con vicryl 3-0 y la piel con seda 3-0. El
mismo procedimiento se realizd en las ratas con cirugia falsa, incluyendo la nefrectomia,
pero sin la colocacion del clip.

Cuando los animales se recuperaron de la anestesia se colocaron en jaulas
metabdlicas para recoleccion de orina entre 18 y 20 h y posteriormente se tomé muestra
sanguinea del plexo retro-orbital.

Para el estudio de transicion de LRA-ERC, mensualmente se realiz6 recoleccién de
orina para evaluar la proteinuria y la progresion del dano renal, asi como, el registro del
peso corporal. Cinco meses después de la isquemia renal se determiné condicion corporal
con un equipo de imagen por resonancia magnética (Echo Medical Systems, Houston), se

realizo la ultima recoleccion de orina y posteriormente las mediciones fisiologicas renales
(Fig. 4).
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Figura 4. Disefio experimental para el estudio del efecto de una dieta hipoproteica materna en la
gestacion y/o la lactancia en la transicién de la lesién renal aguda a enfermedad renal crénica en
las crias. C: dieta control, R: dieta restringida en proteina, CC: dieta control durante gestacién y
lactancia, CR: dieta control durante gestacion y restringida en lactancia, RC: dieta restringida en
gestacion y control en lactancia, RR: dieta restringida durante gestacion y lactancia, IR:
isquemia/reperfusion renal, Nx: nefrectomia.
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4.5 Mediciones fisioldgicas y toma de muestras.

Después de 24 h (LRA) o 5 meses (ERC) de la cirugia falsa o IR, las ratas fueron
anestesiadas nuevamente con pentobarbital sodico a (30 mg/kg) y se colocaron en una
tabla termorreguladora para mantener la temperatura corporal a 37°C. Con el fin de medir
la presion arterial media (PAM) durante el experimento se cateterizaron las arterias
femorales y se monitorizé en una de ellas con un transductor de presiéon (modelo p23)
conectado a un poligrafo (Grass Instrument, Quincy, MA). Para la medicién del flujo
sanguineo renal (FSR) se realizé una laparotomia y se colocd gel de ultrasonido y una
sonda de flujo de ultrasonido alrededor de la arteria renal izquierda y se registré con un

flujdmetro sanguineo (Transonic Flow Probe, New York NY).

Al terminar las determinaciones fisiolégicas se tomaron muestras sanguineas a
partir de la arteria femoral cateterizada, con tubos con heparina como anticoagulante,
posteriormente se dio muerte a los animales y se tomé muestra de tejido renal. Se
determind la creatinina plasmatica y urinaria, se calculd la depuracién de creatinina y en la
orina se determiné la proteinuria y los biomarcadores de dafio renal HSP72 (heat shock
protein 72 kDa) y KIM-1 (kidney Injury molecule-1). Una parte del tejido renal se utilizé para

la evaluacion histopatoldgica y la otra parte para estudios bioquimicos y moleculares.

4.6 Proteinuria.

La proteinuria se determiné a partir de la recolecciéon de orina que se realizé 24 h
posterior a la IR o cirugia falsa para el caso del estudio de LRA. En el estudio de transicion
de LRA a ERC, también se recolectd orina en cada uno de los meses. Se utilizé el método

turbidimétrico con acido tricloroacético.'??

4.7 Creatinina plasmatica y depuracion de creatinina.

Las muestras sanguineas se tomaron previo al sacrificio de los animales y se
recolectaron en tubos con heparina. Se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 min para obtener
el plasma. La concentracion de creatinina, tanto en plasma, como en orina se midié con el

uso del kit Quantichrom (DICT-500, BioAssay System) de acuerdo con las instrucciones del
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fabricante. La depuracion de creatinina (Dep Creat) se calculd de acuerdo con la siguiente
férmula: DepCr= (U X V) /P, donde U es la concentracién de creatinina en orina, V= la tasa

del flujo urinario y P= la concentracion de creatinina plasmatica.

4.8 Biomarcadores urinarios de dafo renal HSP 72 y KIM-1 por Western
Blot.

Para la separacion de las proteinas por electroforesis se utilizé un gel SDS-PAGE
al 8.5 %, cargando 2 yL de orina para KIM-1y 0.1 yL para HSP72, que fueron diluidas con
solucion salina al 0.9%. La transferencia de proteinas se realizé en membranas de Fluoruro
de polivinilideno (PVDF, por sus siglas en inglés) con un Trans-blot (Bio-Rad) durante 1 h
a 9 volts. Las membranas fueron bloqueadas con un agente bloqueante a base de leche
por 60 min y posteriormente se incubaron con anticuerpo anti-HSP72 (ENZO Life Science,
dilucion 1:5000) y con anticuerpo anti-KIM-1 (Biorbyt, dilucién 1:1000), por ultimo se
incubaron con anticuerpo secundario anti-mouse (Santacruz Biotechnology dilucién 1:5000)
a temperatura ambiente por 90 min. La dilucion se realizé con buffer de anticuerpo. Las
proteinas se detectaron usando un kit comercial quimioluminiscente (Millipore) y
autoradiografia, de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las bandas se escanearon

y se realiz6 la densitometria con el programa Image J.

4.9 Histomorfometria y alteraciones histopatoldgicas.

Una vez que los parametros fisioldgicos fueron registrados, se perfundié el rindn
izquierdo a través del catéter femoral con NaCl 0.9% y posteriormente con formol al 4%, en
el que se conservo hasta antes de su procesamiento. El tejido renal se incluy6 en parafina
y se realizaron cortes histologicos de 3 ym que se tifieron con acido peryddico de Schiff
(PAS). Se tomaron fotos de las laminillas, de 12 campos diferentes de la corteza renal
(magnificacién 100x), con el uso de una camara digital incorporada a un microscopio

(Nikon). El andlisis de las laminillas se efectu6 de manera cegada.

El nimero de nefronas se cuantificé en un area de al menos 10,000 um?. En este caso,
las ratas con IR y cirugia falsa de cada grupo se unificaron, considerando que el estudio

agudo llevado a cabo 24 h después de la IR, no influye en el numero de glomérulos ni
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ocasiona pérdida de nefronas.

El area del penacho glomerular se midié en cada uno de los glomérulos de las imagenes
de los cortes histologicos (por lo menos 70 glomérulos por rata) de los diferentes grupos

con ayuda del programa de computacion Eclipse Net.

El dafio tubular se cuantifico a partir de los cortes histolégicos, con base al porcentaje de
tubulos dafiados y tubulos normales. El criterio mas importante para definir los tubulos
dafnados corresponde a la presencia de tubulos con desprendimiento de células epiteliales
de la membrana basal, dilatacion del lumen, asi como la presencia de cilindros. Todo el

analisis se realizé cegado.

4.10 Analisis de expresidon de genes.

El rindn derecho se extrajo, se peso y después de separar la corteza y médula se
congel6 de forma inmediata. EI RNA del tejido se extrajo utilizando el método de TRIzol
(Invitrogen, Carlsbad, CA) y se determin6é la pureza y la concentracion mediante
espectrofotometria. La integridad se verifico por electroforesis con un gel de agarosa al 1%.
La transcripcion reversa se llevo a cabo con 1 ug, a partir del RNA total y 200 unidades de
transcriptasa reversa (Invitrogen, SuperScript Ill). Los niveles de RNAm de los genes de
receptor de Angiotensina Il tipo 1 (AT1), prepro-endotelina, receptor de endotelina tipo A
(ETa), receptor de endotelina tipo B (ETg), 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS), catalasa,
glutatién peroxidasa (Gpx), superoxido dismutasa (SOD 1), HIF-1a, VEGF, IL6 y TNF-q,
fueron cuantificadas por PCR en tiempo real en un sistema de deteccion de secuencias ABI
Prism 7300 (TagMan, ABI, FosterCity, CA). La expresion del gen 18S se us6 para
normalizar los datos. Las sondas fueron las siguientes: AT1, Rn00561409_S1; prepro-
endothelin-1, Rn00561129 _m1; ETa, Rn00561129 m1; ETs, Rn00569139 _m1; eNOS,
Rn02132634_s1; catalase, Rn00560930_m1; Gpx, Rn00577994 g1; SOD1,
Rn00566938 m1; HIF-1a, Rn00577560_m1; IL-6, Rn01410330_m1; TNF-q,
Rn99999017_m1; y VEGF, Rn01511601_m1.
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4.11 Analisis estadistico.

Los resultados obtenidos se presentan como media + ES y se analizaron por ANOVA
de una via y las diferencias entre grupos se determinaran con la prueba de Bonferroni para
comparaciones multiples. En el caso de las diferencias en la distribucion de los diametros
glomerulares se evalué por un analisis de contingencia y las diferencias a partir de la prueba
de X2. Las diferencias se consideran estadisticamente significativas cuando la P alcanzé un

valor menor a 0.05.
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5.0 RESULTADOS.

5.1 Respuesta fisioldgica basal renal y posterior a lesidén renal aguda
inducida por isquemia/reperfusion en crias provenientes de madres con
restriccion proteinica.

Una vez que las crias provenientes de madres con RPM durante la gestancion,
lactancia o ambas, alcanzaron un peso entre 280 — 330 g, se sometieron al procedimiento
de isquemia reperfusién renal o cirugia falsa. Con el objetivo de determinar la magnitud de
la LRA en los diferentes grupos, una vez transcurridas 24 h post-isquemia se evaluaron
parametros fisioldgicos renales y se tomd muestra de tejido renal para estudios

histopatoldégicos (morfoldgicos) y moleculares.

5.1.1 En condiciones basales, la RPM redujo el numero de nefronas y el flujo
sanguineo renal en las crias.

Inicialmente se estudio si la RPM tiene influencia sobre la funcion renal basal y la
cantidad de nefronas en las crias, para lo cual en los grupos de RPM sin IR se registré 24
h después de la cirugia falsa la PAM, la proteinuria, se cuantificaron los glomérulos por
area, se registro el FSR, se determind la Dep Creat y la fraccion de filtracion (Fig. SA-F).
Con respecto a PAM (Fig. 5A) y la proteinuria (Fig. 5B) no se observaron diferencias
estadisticas. En cambio, hubo una disminucién estadisticamente significativa en el
numero de glomérulos (nefronas) de los diferentes grupos de crias con RPM en
comparacion con el grupo control, siendo la reduccion del 15.7, 11.2 y 16.2% (el % se
calcul6 a partir de los datos de la grafica) para los grupos RC, CR y RR, respectivamente
(Fig. 5C). Un hallazgo particularmente interesante, fue la reduccion estadisticamente
significativa en el FSR en todos los grupos de crias con RPM comparado con el grupo
control (Fig. 5D), sin embargo, la Dep Creat se mantuvo dentro de valores normales en
todos los grupos (Fig. 5E). Es interesante notar que la reduccion de glomérulos indujo
un estado de hiperfiltracion en los grupos de RPM, que se reflejé por el incremento
significativo en la fraccién de filtracion (Fig. 5F). Con este resultado se demostr6 que la
RPM afecta la nefrogénesis durante el desarrollo fetal que repercutié tanto en la cantidad
de nefronas como, en el comportamiento hemodinamico renal siendo evidente la reduccion
del FSR.
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Figura 5. La restriccion proteinica materna redujo en las crias el nimero de glomérulos y el
FSR. Parametros de fisiologia renal y nimero de glomérulos de crias provenientes de madres
alimentadas con dieta control (grupo CC, barra blanca) o madres con restriccion proteinica
durante la lactacién (grupo CR, barra gris claro), gestacion (grupo RC, barra gris intenso) o
ambas (grupo RR, barra negra). A) Presion arterial media (PAM), B) Proteinuria, C) Numero de
glomérulos, D) Flujo sanguineo renal (FSR), E) Depuracion de creatinina (Dep Creat), F)
Fraccion de filtracion. Los datos se muestran en media + EE. n= por lo menos 6 ratas por grupo.
*P<0.05, **P<0.001, ***P< 0.0001 vs. grupo CC.

5.1.2 La RPM redujo los niveles de RNAm, de moléculas vasoactivas,
antioxidantes e inflamatorias.

Considerando la importancia que tiene el flujo sanguineo en la funcién renal normal
y habiendo previamente detectado diferencias entre los grupos de RPM y el control, se
decidié evaluar la expresion de genes de moléculas vasoactivas renales importantes. De
igual forma, dado que el proceso inflamatorio y el dafo oxidante juegan un papel
predominante en la fisiopatologia de la LRA se considerd la evaluacién de RNAm de
enzimas antioxidantes y moléculas inflamatorias en condiciones basales y posterior a la
LRA.

En los animales sin dafio renal, es decir en condiciones basales, se observd una
disminucion significativa en las cantidades de RNAmm del receptor AT1, prepro-endotelina
y los receptores ETa y ETg (Fig. 6A-B) en todos los grupos de RPM comparados con el
grupo control, con excepcion del receptor ETg para el grupo CR. Los niveles de RNAm de
eNOS (Fig. 7A) fueron similares en todos los grupos. Se observé reduccion significativa en
los niveles de RNAm de Gpx (Fig. 7B), catalasa (Fig. 7C), HIF1-a (Fig. 7D) y TNF-a (Fig.

7F) en todos los grupos de RPM comparados con el grupo control. En IL6 no se encontraron
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diferencias entre grupos (Fig. 7E). Estos resultados sugieren que la RPM tiene una
influencia importante en la programacion fetal en las crias, lo cual puede marcar una

diferencia en la respuesta ante un segundo reto como es la LRA.
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Figura 6. La restriccion proteinica materna redujo los niveles de RNAm de moléculas
vasoactivas en tejido renal de crias provenientes de madres alimentadas con dieta control (grupo
CC, barra blanca) o madres con restriccion proteinica durante la lactacion (grupo CR, barra gris
claro), gestacion (grupo RC, barra gris intenso) o ambas (grupo RR, barra negra). A) Receptor
de angiotensina Il tipo 1 (AT1), B) Pre-proendotelina, C) Receptor de endotelina tipo A (ETa), D)
Receptor de endotelina tipo B (ETg). Los datos se muestran en media + EE. n= por lo menos 4
ratas por grupo. *P<0.05, **P<0.001, ***P< 0.0001 vs. grupo CC.
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Figura 7. La restriccion proteinica materna redujo los niveles de RNAm de moléculas antioxidantes
e inflamatorias en tejido renal de crias provenientes de madres alimentadas con dieta control (grupo
CC, barra blanca) o madres con restriccion proteinica durante la lactacion (grupo CR, barra gris
claro), gestacién (grupo RC, barra gris intenso) o ambas (grupo RR, barra negra). A) Oxido Nitrico
Sintasa endotelial (eNOS), B) Glutation peroxidasa (Gpx), C) Catalasa, D) HIF-1a, E) IL-6, F) TNF-a.
Los resultados se presentan en promedio £+ EE. n= por lo menos 6 ratas por grupo. *P<0.05,
**P<0.001, ***P< 0.0001 vs. grupo CC.

5.1.3 Los grupos de RPM (RC y RR) mostraron una mejor respuesta
hemodinamica renal después de lala lesion renal aguda en las crias.

Una vez caracterizado el efecto de la RPM en la funcién y estructura renal basal, se
evalud el impacto y la magnitud de la LRA en las crias 24 h posterior a la IR, considerando
cambios hemodinamicos (FSR), funcionales (Dep Creat), de dafio tubular (proteinuria) y de
forma indirecta inflamacién (peso renal). Los resultados en las graficas se muestran con
base en el porcentaje de cambio (%C) en comparacién con el respectivo control de cada
grupo sin IR.

De acuerdo con lo que hemos reportado previamente,*? 43 123 124 después de 24 h
post-isquemia, el grupo control presentd el dafo renal caracteristico por IR que fue:
proteinuria, el decremento en la Dep Creat, una reducciéon significativa del FSR, e
inflamacién renal indicada por el incremento en el peso renal (Fig. 8A-D). Interesantemente,
la hipoperfusion renal caracteristica 24 h post-isquemia, no se observd en los grupos de

RPM cuando se compararon contra su propio control sin IR (Fig. 8C). Estos resultados
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indican que las crias provenientes de madres restringidas proteinicamente durante la
gestacién y/o lactancia tienen una mejor capacidad para recuperar el FSR. A pesar de
que el FSR se recuperdé mas rapidamente en estos grupos, ésto no tuvo impacto sobre la
reduccion en la Dep Creat que descendié de manera similar en todos los grupos estudiados
(Fig. 8B). Es importante aclarar, que la Dep Creat refleja la funcion renal en el transcurso
de 24 h post-isquemia, en cambié el FSR se registré en un periodo especifico, es decir,
justo a las 24 h post-isquemia. La proteinuria aumenté significativamente en todos los
grupos comparados contra su respectivo control sin IR con excepcién del grupo RR+IR,
aunado a esto, el %C fue significativamente menor en los grupos RC+IR y RR+IR
comparados con el grupo CC+IR indicando menor dafo en ambos grupos (Fig. 8A). La
inflamacién renal que se observé en el grupo control, también se detecté en el grupo CR+IR
y en mucho menor magnitud en los grupos RC+IR y RR+IR (Fig. 8D). En conjunto estos

resultados muestran que la mejor respuesta hemodinamica presentada en los grupos de
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Figura 8. Los grupos de restriccion proteinica materna (RC y RR) mostraron una mejor
respuesta hemodindmica renal después del dafio renal agudo inducido por isquemia
/reperfusion (IR). Crias provenientes de madres alimentadas con dieta control (grupo CC,
barra blanca) o madres con restriccién proteinica durante la lactacién (grupo CR, barra gris
claro), gestacion (grupo RC, barra gris intenso) o ambas (grupo RR, barra negra). A)
Proteinuria, B) Depuracién de creatinina (Dep Creat), C) Flujo sanguineo renal (FSR), D)
Peso renal (PR). Los datos se presentan como promedio + EE del porcentaje de cambio con
base en el grupo control (sin IR) de cada grupo. n= por lo menos 6 ratas por grupo. *P<0.05,
**P<0.001, ***P< 0.0001 vs. CC de cada grupo. € P<0.05 vs. el grupo CC+IR.
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RPM (RC y RR) pudo impactar también en un menor dafio renal, reflejado por la menor

proteinuria y un menor peso renal (inflamacion) en estos grupos.

5.1.4. Las crias con RPM muestran una mejor perfusiéon sanguinea glomerular
después de laisquemial/reperfusion renal, medida por el area de los penachos
glomerulares.

Previamente se determind que los grupos de RPM tuvieron una mejor respuesta
hemodinamica al no mostrar una disminucion del FSR, 24 h despues de la IR renal. Con el
objetivo de corroborar este hallazgo morfolégicamente, se evalud en cortes histolégicos de
tejido renal el area de los penachos glomerulares considerando que una hipoperfusion
sanguinea renal induce también constriccién glomerular. Se compararon las areas de los
penachos glomerulares de los grupos sin IR y después de la induccion de la LRA por IRy
se expresaron en un histograma de intervalos de frecuencias (Fig. 9A-H). En el grupo
CC+IR se encontré una reduccion significativa en el tamano glomerular, puesto que, habia
un menor porcentaje de glomérulos de area normal que corresponden a los intervalos de
5001 a 7000 y 7001 a 9000 um? presentando un % de glomérilos de 159 y 3.9%
respectivamente, a diferencia del grupo CC que presentd porcentajes de 41.8 y 23.5%,
respectivamente (los porcentajes exactos se obtuvieron de los datos de las graficas). Como
consecuencia, hubo un aumento significativo en el porcentaje de glomérulos con areas
menores, 3001 a 5000 um? con respecto al grupo control (37.6 vs. 23.3%, respectivamente).
Estos resultados reflejan que el grupo control sometido a IR, presentd constriccion
glomerular por hipoperfusién como consecuencia de la reduccién del FSR en concordancia

con los experimentos anteriores y que este efecto no se observo en los grupos con RPM.
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Figura 9. La isquemia reperfusion renal (IR) indujo glomeruolconstriccion por hipoperfusion
sanguinea glomerular unicamente en el grupo CC+IR. Area de los penachos glomerulares,
de crias provenientes de madres alimentadas con dieta control (grupo CC, barra blanca) o
madres con restriccion proteinica durante la lactacién (grupo CR, barra gris claro), gestacion
(grupo RC, barra gris intenso) o ambas (grupo RR, barra negra). Los datos se presentan
como promedio * DE. n= por lo menos 6 ratas por grupo. *p<0.05 vs cada barra de las ratas
control de cada grupo (CC, CR, RC y RR).
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5.1.5. Los grupos de las crias con RPM (RC y RR) mostraron menor dafio del
epitelio tubular renal inducido por isquemia/reperfusion evaluado por
biomarcadores urinarios e histopatologia.

Hasta el momento conocemos que los grupos de RPM mostraron claramente una
mejor respuesta hemodinamica renal y que esto podria influir de forma determinante en la
magnitud de la LRA. Para confirmar este supuesto evaluamos por una analisis de Western
Blot, los biomarcadores urinarios de dafio renal: HSP72 y KIM-1, los cuales son indicadores
especificos de dafio tubular renal. La presencia de HSP72 no fue detectada en ninguno de
los grupos control, en cambio, los niveles urinarios de HSP72 incrementaron
significativamente en todos los grupos después de inducir dafio por IR, sin embargo, el
incremento de los grupos RC+IR y RR+IR fue significativamente menor que el grupo CC+IR
(Fig. 10A). Lo mismo ocurrié para los niveles urinarios de KIM-1 con excepcion del grupo
RR+IR que a pesar de su incremento no fue significativamente diferente comparado con su
control (Fig. 10B). En el % de cambio de los grupos con RPM, el incremento fue
significativamente menor comparado con el grupo CC+IR (Fig. 10B). Estos resultados
indican que el dafio tubular renal, aunque se presenta en todos los grupos, es menor en los

grupos con RPM, particularmente RC y RR.

El estudio histopatoldgico es el estandar de oro para evaluar el dafio tubular renal,
por lo cual se cuantifico el porcentaje de los tubulos dafiados en el grupo control sin IR (Fig.
11A) y en los grupos de RPM unicamente aquellos que recibieron IR, debido a que los
grupos controles no presentaban ningun tipo de lesion. El dafio tubular se caracterizé por
muerte celular, desprendimiento de células epiteliales hacia la luz del tubulo, asi como, la
presencia de cilindros tubulares (Fig 11B). En concordancia con nuestras observaciones
previas, todos los grupos de RPM mostraron menor porcentaje de dafio tubular comparado
con el grupo CC+IR, pero la diferencia solo fue estadisticamente significativa en los grupos
RC+IR y RR+IR (Fig. 11 C-F).

Con base en este resultado y en concordancia con los experimentos previamente
mostrados, podemos concluir que en los grupos de RPM, en particular RC y RR, la

magnitud de la LRA inducida por IR fue menor que el grupo control con IR.
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Figura 10. Los grupos de RPM mostraron menor dafo del epitelio tubular renal evaluado por
Western Blot de biomarcadores urinarios, después de isquemia reperfusion (IR) en crias
provenientes de madres alimentadas con dieta control (grupo CC, barra blanca) o madres con
restriccion proteinica durante la lactacion (grupo CR, barra gris claro), gestaciéon (grupo RC,
barra gris intenso) o ambas (grupo RR, barra negra). A) HSP72 (Heat shock protein 72), B) KIM-
1 (Kidney Injury Molecule). Los resultados se presentan como promedio + EE del porcentaje de
cambio con base en el control de cada grupo sin IR. n=por lo menos 5 ratas por grupo. *p<0.05
vs. el control de cada grupo sin IR. € p<0.05, comparan el porcentaje de cambio vs el control
(CC+IR).
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Figura 11. Los grupos de restriccion proteinica materna mostraron menor dafio tubular renal,
después de isquemia reperfusion (IR) en crias provenientes de madres alimentadas con dieta
control (grupo CC, barra blanca) o madres con restriccion proteinica durante la lactacién (grupo CR,
barra gris claro), gestacion (grupo RC, barra gris intenso) o ambas (grupo RR, barra negra). A-E)
Imagenes representativas de los cortes histopatolégicos tefiildos con PAS de los diferentes grupos,
F) Cuantificacién del percentage de dafio tubular. Los resultados se presentan como promedio +
EE del porcentaje de dafo tubular. n=por lo menos 5 ratas por grupo * p<0.05 vs el control de cada
grupo. € p<0.05 vs el control (CC+IR).
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5.1.6 Los grupos de RPM presentaron una mejor respuesta antioxidante y ante
la hipoxia después del dafio renal causado por isquemia/reperfusion.

En los experimentos anteriores hemos determinado que los grupos de RPM, en
particular RC y RR mostraron una mejor respuesta hemodindmica y como consecuencia
una menor magnitud de dafo renal que el grupo control (CC+IR). Para tratar de dilucidar el
mecanismo se decidié evaluar la expresién de genes de moléculas que participan de
manera importante en la fisiopatologia de la lesion renal y que estan invilolucrados en la
respuesta vascular, el proceso inflamatorio, la proteccion contra el dafio oxidante o que se

inducen en respuesta a la hipoxia renal.
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Figura 12. Niveles de RNAm de moléculas vasoactivas en tejido renal, después de
isquemia/reperfusion renal (IR) en crias provenientes de madres alimentadas con dieta control
(grupo CC, barra blanca) o madres con restriccién proteinica durante la lactacion (grupo CR,
barra gris claro), gestacion (grupo RC, barra gris intenso) o ambas (grupo RR, barra negra). A)
Receptor de angiotensina Il tipo 1 (AT1), B) Pre-proendotelina, C) Receptor de endotelina tipo
A (ETa), D) Receptor de endotelina tipo B (ETs). Los resultados se presentan como promedio +
EE del porcentaje de cambio con base en el control de cada grupo sin IR. n=por lo menos 5
ratas por grupo. * p<0.05, vs. control sin IR de cada grupo. € p<0.05 vs. el control (CC+IR).
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Con el objetivo de explicar la mejor respuesta hemdinamica renal, se determinaron
los niveles de RNAm del receptor AT1, pre-proendotelina y sus receptores ETa y ETg, ya
que son moléculas que modulan la respuesta vasoactiva en las arteriolas glomerulares y
por ende la funcion renal. El dano renal por IR se asocié con una reduccion significativa en
el receptor de AT1 en el grupo CC+IR, mientras que en los grupos de RPM la reduccion fue
significativamente menor comparado con el grupo CC+IR (Fig. 12A). En el porcentaje de
cambio de endotelina no hubo diferencias entre los grupos estudiados (Fig. 12B). En
contraste, los niveles de RNAm del receptor ETa incrementaron significativamente en las
crias de los grupos con RPM, comparado contra su propio grupo con excepcion del grupo
RR+IR. Este efecto no se observo en el grupo CC+IR (Fig. 12C). Con respecto al receptor
ETs, los niveles del RNAm disminuyeron significativamente en el grupo CC+IR, lo cual no
se observd en el resto de los grupos de RPM (Fig. 12D). Estos resultados no fueron

suficientes para poder establecer con precision la causa de la respuesta hemodinamica.
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Figura 13. Los grupos de RPM mostraron una mejor respuesta antioxidante después de
isquemia/reperfusion renal (IR) en crias provenientes de madres alimentadas con dieta control
(grupo CC, barra blanca) o madres con restriccion proteinica durante la lactacion (grupo CR, barra
gris claro), gestacién (grupo RC, barra gris intenso) o ambas (grupo RR, barra negra). A) Oxido
Nitrico Sintasa endotelial (eNOS), B) Glutatiéon peroxidasa (Gpx), C) Superdxido dismutasa 1
(SOD1), D) Catalasa, E) IL6, F) TNF-a. Los resultados se presentan como promedio + EE del
porcentaje de cambio de los niveles de RNAm, con base en el control de cada grupo sin IR. n= por

lo menos 5 ratas por grupo. *P<0.05, vs. control de cada grupo sin IR. € p<0.05 vs. el control
(CC+IR).
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Los niveles de RNAm de eNOS no se alteraron en ningun grupo de estudio (Fig.
13A). Con respecto a las moléculas antioxidantes, en el caso de Gpx, el grupo CC+IR
mostro reduccién significativa con respecto a su grupo control (sin isquemia), la cual no se
observo en el resto de los grupos con RPM (Fig. 13B), de forma similar en SOD1 los niveles
de RNAm se encontraron significativamente reducidos en los grupos CC+IR y CR+IR, lo
cual fue menos marcado en el grupo RR+IR (Fig. 13C). En el caso de catalasa en todos los
grupos estudiados hubo reduccion significativa y de la misma magnitud (Fig. 13D). Los
niveles de RNAm de IL6 incrementaron significativamente en todos los grupos comparado
con su respectivo control (Fig. 13E). Los niveles de RNAm de TNF-a incrementaron en
todos los grupos de RPM, pero no asi, en el grupo CC+IR (Fig. 13F). En particular los
resultados encontrados en los RNAmM de las enzimas antioxidantes de SOD1 y de Gpx
sugieren una mejor respuesta antioxidante ante el dafo renal por IR en los grupos

provenientes de madres con RPM.

Debido a que la hipoxia es el mecanismo inical de dafio al epitelio tubular renal, se
decidié evaluar los niveles de RNAm de HIF-1a y su gen blanco VEGF (Fig. 14A-B). De
forma interesante se observoé reduccion significativa en HIF-1a en el grupo CC+IR, mientras
que en el resto de los grupos el resultado fue opuesto, ya que, los niveles de RNAm
incrementaron significativamente en todos los grupos con RPM. El impacto de esta
diferencia se hizo evidente en los niveles de RNAm de VEGF en el cual se encontré
reduccion significativa en el grupo CC+IR, lo cual no se observé en ningun grupo con RPM.
Este resultado nos sigiere que ante la hipoxia inducida por la IR, la via de sefalizacion de
HIF-1a podria ser uno de los mecanismos de renoproteccion en las crias provenientes de

madres con RPM.

En resumen, los resultados mas importantes de este primer modelo experimental
fue que las crias con RPM en condiciones basales (sin IR) mostraron un menor numero de
nefronas y como consecuencia menor flujo sanguineo renal, asi como, un incremento en la
fraccion de filtracion como compensacion fisioldgica para mantener la funcién renal normal.
Posterior al dafo renal inducido por IR, las crias con RPM (RC y RR) tuvieron una mejor
respuesta hemodinamica al recuperar de forma mas rapida el FSR y permitir una perfusion
sanguinea y un aporte de oxigeno mas adecuado, lo cual pudo haber impactado en el
menor dafo epitelial tubular que mostraron estos grupos. Otros mecanismos explorados
que pudieron conferir cierto grado de renoproteccion incluyen la mejor respuesta

antioxidante y la activacion de la via de sefalizacién de HIF1-a.
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Figura 14. Los grupos de restriccion proteinica materna tuvieron una mejor respuesta a la
hipoxia evaluada por los niveles de RNAm de la via de sefializacion de HIF1-a, después de
isquemia/reperfusion renal (IR), de crias provenientes de madres alimentadas con dieta control
(grupo CC, barra blanca) o madres con restriccion proteinica durante la lactacion (grupo CR,
barra gris claro), gestacion (grupo RC, barra gris intenso) o ambas (grupo RR, barra negra).
A) HIF (factor inducible por hypoxia) 1-a, B) Factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF). Los resultados se presentan como promedio + EE del porcentaje de cambio con base
en el control de cada grupo sin IR. n= por lo menos 5 ratas por grupo. *P<0.05, **P<0.01 vs.
control de cada grupo sin IR. € p<0.05 vs. el control (CC+IR).
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5.2 Resultados preliminares del impacto de la restriccién proteinica
materna en condiciones basales y en la transicion de lesidon renal aguda
a enfermedad renal cronica.

Derivado de estos resultados previamente descritos en donde los grupos de RPM
mostraron resiliencia a la LRA, la pregunta de investigacién que nos planteamos es si esta
renoproteccion se mantiene a lo largo del tiempo, para lo cual decidimos explorar el impacto
de la RPM a largo plazo (5 meses post IR) después de la induccién de dafio renal por IR,
es decir, en la transicién de la LRA a la ERC. En el modelo experimental anterior surgieron
cuestionamientos interesantes con respecto a la influencia de la restriccion proteinica en la
condicién corporal y comportamiento alimenticio, tanto de las madres como de las crias
previo al procedimiento de IR renal, que nos permitiera caracterizar de forma mas detallada

el modelo.

5.2.1 Larestriccion proteinicaen ladieta no afecta el peso corporal o laingesta
de alimento durante gestacion o lactancia de las ratas madres.

Este experimento se ralizé para descartar que la modificaciéon de proteina en la dieta
en las diferentes etapas fisioldgicas de gestacion y lactancia tuviera algun efecto en la
condicion corporal o ingesta de alimento en las ratas madres y de esa forma corroborar que
las diferencias en el desarrollo fetal seria exclusivamente influenciado por la restricciéon
proteinica. En las ratas madres de los diferentes grupos, se determiné el peso corporal y la
ingesta de alimento diariamente, desde el primer dia de gestacion, hasta el ultimo dia de
lactacion. En general no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el
peso corporal, ni en la ingesta de alimento entre los grupos estudiados, con la excepcion
del grupo RR para el dia 15 de lactacién, en el cual se observé un peso estadisticamente
menor comparado con el grupo CC (Fig. 15A-D). Estos resultados indican que la
modificacion de la dieta durtante la gestacion o lactancia no influye en la condicién corporal

de la rata madre.
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Figura 15. Las diferentes dietas no afectan el peso corporal o ingesta de alimento en las ratas
madres alimentadas con dieta control (grupo CC, barra blanca) o madres con restriccion
proteinica durante la lactacion (grupo CR, barra gris claro), gestacion (grupo RC, barra gris
intenso) o ambas (grupo RR, barra negra). A) peso corporal durante gestacion, B) peso corporal
durante lactacién, C) ingesta de alimento durante gestacion, D) ingesta de alimento durante
lactacion. Los resultados se presentan como promedio = EE. n= por lo menos 4 ratas por grupo.
*P<0.05, RR vs. CC.

5.2.2 Larestriccidn proteinica materna no ifnluyo en las determinaciones
morfomeétricas al nacimiento las crias.

Un hallazgo documentado en la literatura principalmente en humanos corresponde

al baja talla al nacimiento como consecuencia de desnutricion durante la gestacion. Para

corrobarar si existen diferencias en la condicién corporal en las crias con RPM al

nacimiento, se realizaron las mediciones morfométricas de ancho corporal, ancho de

craneo, longitud corporal y distancia ano/genital. En ninguno de los parametros se

observaron diferencias estadisticas significativas entre grupos (Fig. 16A-D).
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Figura 16. La restriccion proteinica materna no influyd en la medicién de los parametros
morfométricos determinados al nacimiento en las crias provenientes de madres alimentadas
con dieta control (grupo CC, barra blanca) o madres con restriccién proteinica durante la
lactacion (grupo CR, barra gris claro), gestacion (grupo RC, barra gris intenso) o ambas (grupo
RR, barra negra). A) longitud corporal, B) ancho corporal, C) ancho de craneo, D) distancia
ano/genital. Los resultados se presentan como promedio £ EE. n= por lo menos 16 ratas por

grupo.

5.2.3 Las crias de los grupos de RPM (CR y RR) mostraron un menor peso
corporal durante los primeros 30 dias de vida.

El peso al nacimiento es un dato clinico indicativo de eventos adversos intrauterinos
durante el desarrollo fetal. Con el objetivo de conocer si existen diferencias en la condicién
corporal en las crias de los diferentes grupos de RPM se determiné el peso corporal al
nacimiento, asi como en los dias 7, 14, 21 y 30. Al dia de nacimiento no se encontraron
diferencias estadisticas significativas, sin embargo, en los dias 7, 14, 21 y 30 se observo
disminucion significativa en los grupos CR y RR comparado con el grupo control CC (Fig.
17A). De igual forma se midi6 la ingesta de alimento a los 30 dias de edad, en donde, los

grupos con RPM tienden a comer menos, pero solo el grupo RR presenté reduccidn
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estadisticamente significativa, comparado con el grupo control (Fig. 17B). Estos resultados
confirman que la doble restriccion proteinica (durante la gestacion y la lactancia) y
exclusivamente durante la lactancia influyé en el desarrollo fetal modificando la constitucién

corporal y el comportamiento alimenticio, esto ultimo en el grupo RR en particular.
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Figura 17. Las crias de RPM (CR y RR) mostraron reduccién del peso corporal los primeros 30
dias de vida. Medicién del peso corporal e ingesta de alimento en las crias provenientes de
madres alimentadas con dieta control (grupo CC, barra blanca) o madres con restriccion
proteinica durante la lactacion (grupo CR, barra gris claro), gestacion (grupo RC, barra gris
intenso) o ambas (grupo RR, barra negra). A) peso corporal medido al dia de nacimiento y los
dias 7, 14, 21 y 30, B) ingesta de alimento medido al dia 30 de edad. Los resultados se
presentan como promedio + EE. n= por lo menos 16 ratas por grupo. En A) * P<0.05 de los
grupos CRy RR vs. CC. En B) *P<0.05 vs. CC.

5.2.4 Todos los grupos experimentales presentan el mismo grado de
disfuncion renal y las crias con RPM menor produccion de H202 urinario
evaluados 24 h post-isquemia renal.

Una vez que las crias provenientes de madres con RPM durante la gestancion,
lactancia o ambas, o las crias control alcanzaron un peso entre 280 — 330 g, se sometieron
al procedimiento de isquemia/reperfusion renal o cirugia falsa mas nefrectomia (para
acelerar el dano renal). El objetivo de este experimento es evaluar el impacto de la RPM
sobre la transicion de la LRA a ERC, para lo cual se realizaron evaluaciones 24 h post
isquemia y posteriormente seguimientos mensuales de proteinuria hasta 5 meses post-IR

para evaluar la progresion de la enfermedad renal.
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Después de 24 h posteriores a la IR renal se determinaron los parametros de Dep

Creat, proteinuria y peréxidos urinarios para evaluar la magnitud de la lesion renal.

Con respecto a la Dep Creat, de acuerdo con lo esperado se encontré una reduccion
significativa en todos los grupos cuando se compararon contra su propio control sin IR, lo
cual indica disfuncion renal. Comparando los %C entre grupos el comportamiento fue
similar (Fig. 18A).

En proteinuria se observé un incremento en todos los grupos, sin embargo, solo fue
significativamente diferente en el grupo CRIR+Nx y RRIR+Nx cuando se compard contra

su propio control, de igual forma entre grupos no hubo diferencias (Fig. 18B).

Un resultado interesante se encontré en el peroxido urinario como marcador de
estrés oxidante, ya que, en el grupo CCIR+Nx hubo incremento significativo, a diferencia
de los grupos con RPM, en donde el incremento fue menor y no estadisticamente
significativo cuando se comparé con su propio grupo. Este hallazgo indica que el dafio
oxidante después de la IR fue mayor en el grupo CCIR+Nx, en comparacion con los grupos
de RPM, lo cual, podria tener consecuencias a largo plazo en la progresion de la ERC (Fig.
18C).
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Figura 18. Los diferentes grupos exprimentales mostraron el mismo grado de disfuncién renal y
los grupos de restriccion proteinica materna mayor dafo oxidante 24 h posterior a isquemia
Ireperfsion (IR) mas nefrectomia (Nx) en crias provenientes de madres alimentadas con dieta
control (grupo CC, barra blanca) o madres con restriccion proteinica durante la lactacion (grupo
CR, barra gris claro), gestacion (grupo RC, barra gris intenso) o ambas (grupo RR, barra negra).
A) Depuracion de creatinina (Dep Creat), B) Proteinuria, C) Perdxidos urinarios (H202). Los
resultados se presentan como promedio + EE del porcentaje de cambio con base en el control
sin IR de cada grupo. n= por lo menos 7 ratas por grupo. *P<0.05, **P<0.01, *** P<0.001 vs.
control de cada grupo sin IR.
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5.2.5 Seguimiento mensual de peso corporal y proteinuria durante la
transicion de la LRA a ERC en las crias con RPM.

Con el objetivo de comprobar si las diferencias detectadas en el peso en los primeros
30 dias de edad de las crias del grupo CR y RR se mantienen a largo plazo, se dio
seguimiento al peso corporal desde el primero hasta el quinto mes posterior a la IR+Nx. En
el 3° 4° y 5° mes, solo se observo reduccion significativa en el peso corporal del grupo

RR+NXx (sin isquemia) comparado con el grupo control CC+NXx (Fig. 19A).

Con la finalidad de evaluar la transicién de la LRA a ERC se evalud la proteina
urinaria mensualmente. De forma interesante, a partir de los dos meses posteriores a la
IR+Nx se observé incremento significativo en el grupo CCIR+Nx en comparacion con el
grupo CC+Nx. EI mismo comportamiento se presentd en el grupo RCIR+Nx en comparacién
con el grupo RC+Nx. Hasta el momento estos resultados indican cierta resiliencia a la
transicion de la LRA a ERC en los grupos CR+Nx y RR+Nx (Fig. 19B).
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Figura 19. Seguimiento mensual del peso corporal y proteinuria en las crias con
isquemia/reperfusion renal mas nefrectomia (IR+NX) provenientes de madres alimentadas con
dieta control (grupo CC) o madres con restriccion proteinica durante la lactacion (grupo CR),
gestacion (grupo RC) o ambas (grupo RR). A) Peso corporal, B) Proteinuria. Los resultados se
presentan como promedio + EE. n= por lo menos 7 ratas por grupo. En A) *P<0.05 del grupo
RR+Nx vs. CC+Nx. En B) *P<0.05 CC+Nx vs CCIR+Nx, +. P<0.05 RC+Nx vs. RCIR+NXx.
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5.2.6 Determinacion de condicion corporal e ingesta de alimento en las crias
con restriccion proteinica materna al quinto mes.

Para ampliar el conocimiento con respecto a la condicion corporal, al 5° mes (final
del estudio) posterior a la IR+Nx y previo a la eutanasia de las crias, se determiné ingesta
de alimento, peso corporal y el porcentaje de grasa y musculo, a través de resonancia

magnética.

En la mayoria de los parametros no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes grupos (Fig. 20A-D). Las excepciones fueron en el peso
corporal que, como demostramos anteriormente, fue menor con diferencia estadisticamente
significativa en el grupo RR+Nx en comparacion con el grupo CC+Nx (Fig. 19B). Con
respecto al % de grasa, el grupo CRIR+NXx fue significativamente mayor en comparacion
con el grupo CCIR+Nx (Fig. 20C). Este resultado del peso corporal en conjunto con los
observados desde los primeros dias de nacimiento de las crias y en el transcurso de los
meses, indican que en particular el grupo RR+NXx sin isquemia presentd una reduccién en
su condicién corporal, a pesar de no existir diferencias estadisticas en el consumo de
alimento, lo cual se le puede atriburi a caracteristicas fenotipicas programadas durante el

desarrollo fetal o a que este grupo tiene mayor movilidad y gasto energético.

En resumen, los resultados mas importantes de este modelo de estudio indican que
las crias del grupo RR previo a la induccién del dafio renal, mostraron de forma significativa
menor peso corporal desde el dia 7 de nacimiento hasta el dia 30, lo cual indica una
programacion metabdlica distinta durante el desarrollo fetal. De igual forma se observé una

menor ingesta de alimento medida en el dia 30 post-cirugia.

Después de 24 h del dafo renal inducido por IR, todos los grupos mostraron el
mismo grado de disfuncion renal medida por la depuracion de creatinina. La proteinuria,
aunque fue evidente en todos los grupos unicamente hubo diferencias estadisticamente
significativas en los grupos CRIR+Nx y RRIR+Nx. Un dato interesante en la excrecion de
de peroéxidos urinario es que el incremento fue unicamente significativo en el grupo control
con isquemia (CCIR+NX), lo cual es indicativo de menor dafo oxidante que concuerda con
lo que reportamos en el estudio anterior en donde los grupos de las crias con RPM

mostraron mayor proteccion antioxidante.

En la evaluacion durante los 5 meses posteriores al dafo renal. El grupo RR+Nx fue

el unico que mantuvo un peso corporal significativamente menor a pesar de tener una
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ingesta de alimento similar a los otros grupos. Uno de los resultados hasta el momento mas
importante es que el grupo CC+IR mostré una proteinuria significativamente mayor desde
el 2° mes hasta el 5° comparado con el resto de los grupos de RPM, lo cual indica que
nuevamente los grupos de RPM tienen cierta resiliencia al dafio renal a largo plazo, sin
embargo, es necesario hacer énfasis en que estos resultados hasta el momento son de

caracter preliminar debido a que el estudio esta en curso.
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Figura 20. Determinacidon de ingesta de alimento y condiciéon corporal al 5° mes post
isquemia/reperfusiéon renal (IR) mas nefrectomia (Nx) en las crias provenientes de madres
alimentadas con dieta control (grupo CC, barra blanca) o madres con restriccién proteinica
durante la lactacion (grupo CR, barra gris claro), gestacion (grupo RC, barra gris intenso) o
ambas (grupo RR, barra negra). Las barras punteadas indican los grupos con isquemia. A)
ingesta de alimento, B) peso corporal, C) %de grasa, D) % de musculo. Los resultados se
presentan como promedio + EE. n= por lo menos 7 ratas por grupo. En B) *P<0.05 del grupo
RR+Nx vs. CC+Nx. En C) *P<0.05 CRIR+NXx vs. CCIR+Nx.
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6.0 DISCUSION.

6.1 La restriccion proteinica materna en ratas confiere resilencia en las
crias ante un episodio de la lesion renal aguda.

La nutricién materna juega un papel fundamental en el crecimiento adecuado y en
el desarrollo del feto. La falta de nutrientes durante la gestacion puede producir alteraciones
permanentes tanto estructurales, como, funcionales. En México, el alto porcentaje de
personas en situacion de pobreza e inseguridad alimentaria influye negativamente en las

mujeres en edad reproductiva, las embarazadas y durante la lactacién.

El objetivo de este estudio fue evaluar el impacto de la RPM durante la gestacion, la

lactacion o ambas, después de un episodio de lesion renal aguda en ratas crias macho.

Antes de explicar el efecto de la lesién renal aguda, fue necesario conocer la
influencia de la RPM sobre las caracteristicas fisioldgicas renales de todas las crias de los

grupos estudiados.

Uno de los resultados importantes fue la confirmacion de la reduccién del nimero
de nefronas en las crias de los grupos de RPM durante la gestacion, como estaba
previamente descrito. 04 118 125 126 127 128 Gjn embargo, en todos esos estudios no evaluaron
el efecto de la RPM durante la lactacion. En este estudio se describe por primera vez que
la RPM durante la lactacién (grupo CR) también tiene un efecto negativo en la nefrogénesis
y se reduce el numero de nefronas, aunque este efecto es menos importante, que cuando
se compara la RPM durante gestacion (grupo RC) o la doble restriccion (grupo RR). Vale la
pena hacer énfasis en que la nefrogénesis en ratas contina por 2 semanas después del
nacimiento, a diferencia con humanos en donde se detiene después del nacimiento.'?®

La importancia clinica del nUmero de nefronas al nacimiento esta dada por la clara
evidencia en humanos y en estudios experimentales en donde se ha demostrado que,
mientras menor es el numero de nefronas, mayor es el riesgo de padecer enfermedades
renales cronicas y cardiovasculares en la vida adulta.9 104 118 125 126 127128 130

Un hallazgo de particular interés fue la reduccién significativa del flujo sanguineo
renal, en las crias de RPM, el cual pudo ser resultado del reducido nimero de nefronas.
Este hallazgo también ha sido descrito recientemente en un modelo murino con restriccion
calérica mas RPM y la causa se asocio con disfuncién endotelial y una reducida densidad

vascular.® 131
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A pesar de que no hubo diferencias en la presién arterial media, la depuracion de
creatinina y la proteinuria, el incremento de la fraccién de filtracién particularmente en los
grupos RC y RR indican un estado de hiperfiltracion, lo cual permitié el mantenimiento de
la funcion renal dentro de los parametros normales. Si bien inicialmente este es un
mecanismo fisioldgico compensatorio, se ha demostrado en humanos y animales que a la
larga puede ser deletéreo, debido a que induce alteraciones hemodinamicas que conllevan
a glomeruloesclerosis, pérdida progresiva de nefronas y culminan en enfermedad renal
cronica en la vida adulta.%8 104 132 133 134

La regulacion del FSR, es compleja y esta determinada por el tono vascular de las
arteriolas pre y post glomerulares, las cuales son controladas por diversos factores
vasoactivos.’”® En este estudio se evaluaron los RNAm de los principales factores
vasoactivos que influyen en rifidn, (eNOS, pre-pro endotelinal y sus receptores ETay ETs
y el receptor ATI), enzimas antioxidantes (catalasa, SOD1 y Gpx) y las moléculas

proinflamatorias (TNF-a e IL6).

En ratas se ha demostrado'® que la RPM induce reduccion significativa en las
concentraciones de renina y Angiotensina Il en tejido renal de crias recién nacidas. Estos
hallazgos coinciden con nuestros resultados, ya que, en nuestro estudio se encontré que
todas las crias con RPM mostraron reduccion significativa en los niveles de RNAm de la
mayoria de las moléculas estudiadas. Esto podria explicarse con la teoria denominada
“fenotipo ahorrador” propuesta por Hales y Baker'® en donde se ha demostrado en fetos
humanos con desnutricidon durante la gestacion que existen adaptaciones metabdlicas
asociadas a una estrategia de supervivencia para ahorrar energia.'” '*® La respuesta fetal
a la desnutricién materna esta dada principalmente para la proteccién de los érganos vitales
como el corazdn y el cerebro, aunado a esto se inducen adaptaciones metabdlicas
ventajosas para la sobrevivencia después del nacimiento. Por lo tanto, el fenotipo ahorrador
(tanto en la vida pre y postnatal) es eficiente en la conservacion de nutrientes y
adaptaciones metabdlicas hasta después del nacimiento.’™® Este proceso conduce al
organismo postnatal a adaptarse para sobrevivir a condiciones de adversidad.'® Este
fendmeno se ha descrito también con respecto a la exposicion al frio. Las crias de borregos
expuestos al frio durante la gestacién se encuentran en el momento del parto mejor
adaptados para responder a condiciones de frio adversas después del nacimiento.™' 142
Vale la pena mencionar que no se puede excluir la posibilidad de que los menores niveles
de RNAm estudiados puedan ser resultado de un menor nimero de nefronas observado en

las crias con RPM.
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Inicialmente hipotetizamos que, debido a la conocida reduccion en el numero de
nefronas en los grupos con RPM, las crias deberian ser mas susceptibles a un segundo
reto como el dafo renal inducido por IR. Sin embargo, nuestros resultados demostraron lo
contrario. A pesar de que las crias de los grupos de RPM presentaron una disfuncién renal
similar a la del grupo control, el dafio estructural inducido por IR fue menor particularmente
en el grupo RC+IR y RR+IR, comparado con el grupo CC+IR. Estos resultados también
fueron confirmados por la presentacién de menor proteinuria, menor concentracién de
biomarcadores urinarios de dafo renal (HSP72 y KIM-1) y menor peso renal (indicador
indirecto de inflamacién). Estos datos sugieren también que la RPM durante la gestacion
tiene un impacto profundo en el desarrollo renal y su capacidad para adaptarse que aquellos

observados con la RPM durante la lactacion.

Aqui proponemos que las crias con RPM durante la gestacion o la gestacion y
lactacién son resilientes al dafio renal comparadas con el grupo control. La resiliencia puede
ser considerada como la capacidad de un organismo para adaptarse adecuadamente

después de la exposicion a algunas circunstancias adversas o estresantes.'? 144

De acuerdo con nuestros resultados, una primera explicacién de la menor severidad
de LRA, es que estos animales tienen mejor habilidad para recuperarse del FSR, lo cual no
fue Unicamente evidente en la medicion directa de este parametro, sino estructuralmente
en la evaluacién del area de los penachos glomerulares, en donde se observé que después
de la IR hubo reduccién en el diametro del penacho glomerular en el grupo CC+IR,
indicando vasoconstriccion glomerular e hipoperfusion renal, un efecto que no se observo
en los grupos experimentales después de 24 h post IR. Esta rapida recuperacion del FSR
en las crias de los grupos de RPM marcé una importante diferencia debido a que la
perfusion renal y la oxigenacién juega un papel central en el establecimiento y extension

del dafio renal.'3 15 18 20 145

Nosotros exploramos algunos mecanismos que pueden influir en la baja severidad
de la LRA observada en las crias de RPM. El dafio isquémico en el grupo control (CC+IR)
fue asociado con la reduccion significativa en los niveles del RNAm del receptor AT1 y el
receptor ETs comparado con el grupo control sin IR. En contraste, estos efectos no fueron
observados en los grupos de RPM. En los grupos de RPM se observd incremento
significativo en los niveles de RNAm del receptor ETa. Este patrén diferencial encontrado
en las moléculas vasoactivas en los grupos de RPM y no en el grupo control promovieron

una rapida recuperacion del FSR, sin embargo, seria de ayuda estudios de micropuncion
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para evaluar la hemodinamica renal y en particular determinar la resistencia de las arteriola
aferente y eferente; y de esa forma contribuir al entendimiento del comportamiento
diferenciado del FSR.

La LRA inducida por IR se caracteriza por un persistente estado de hipoxia que
contribuye de manera importante al mecanismo fisiopatolégico del dafio tubular vy
endotelial.’® Los rifiones y en particular los ttbulos renales son altamente demandantes de
oxigeno, los cual los hace mas vulnerables a la hipoxia.'” Una de las respuestas celulares
a la hipoxia es la induccion de HIF1-a, que es un factor de transcripcion maestro que al
activarse por hipoxia induce una variedad de respuestas adaptativas incluyendo la
expresion de genes que controlan la liberacion de oxigeno, vascularizacién y metabolismo
de la glucosa (eritropoyetina, VEGF y transportador de glucosa 1, entre otros). Estos genes
estan a cargo de restaurar la homeostasis, estimular la eritropoyesis, la angiogénesis, la
glucdlisis anaerdbica y otros procesos de reparacion.b! 146 148 149150 Por g tanto, la induccion
de HIF1-a tiene un papel fundamental durante el proceso de reparacion y tiene un efecto

protector en la LRA.5" 148

En el presente estudio evaluamos la via de HIF1-a como posible mecanismo
responsable del menor dafio renal observado en los grupos RC+IR y RR+IR. Nuestros
resultados indican que HIF1-a tiene una clara respuesta diferencial a la isquemia renal en
las crias de los grupos de RPM, comparado con el grupo control (CC+IR), evidenciado por
la reduccion significativa en los niveles de RNAm en el grupo CC+IR, lo cual no fue visto en
los grupos de RPM. Para confirmar la activacion de la via de sefalizacién HIF1-a, decidimos
determinar RNAm de VEGF como uno de sus genes blanco y su implicacion en la LRA. La
respuesta que observamos en VEGF coincide con los resultados en HIF1-a, puesto que
hubo disminucién significativa de VEGF en el grupo CC+IR, lo cual tampoco se observé en
los grupos de RPM. Estos resultados sugieren que esta mejor respuesta de HIF1-a en los
grupos de RPM después de la lesion renal podria ser otro mecanismo por el cual estos
grupos se protegieron del dafo isquémico. En apoyo a esta hipoétesis, diferentes estudios
han demostrado que el incremento de HIF1-a confiere renoproteccion en contra de la lesion
renal por isquemia. La estabilizacion de HIF1-a a través de la inhibicion de las prolil-
hidroxilasas demostré una atenuacién en el dafio renal inducido por IR asociado con
disminucion en la apoptosis, menor infiltracion de macréfagos, asi como, incremento en la
regulacion de genes blancos de HIF.™' 152 153 Resultados similares se encontraron en un

modelo de dafio renal inducido por cisplatino.'®* Contrariamente cuando utilizaron ensayos

68



de silenciamiento (siRNA) contra HIF1-a '° o cuando se estudiaron ratones knockout de
HIF1 y HIF2, el dafio renal se exacerbd.' Aunado a esto, se conoce también que la
activacién de HIF1-a durante la fase de reperfusién favorece la regeneracion del epitelio

tubular proximal promoviendo la expresién de genes de reparacion de tejido."®

Las ERO en condiciones fisiolégicas se requieren para mantener funciones de
sefalizacién celular, sin embargo, la sobreproduccion anormal juegan papel importante en
la mediacion del dafio renal.?® 2° Se ha descrito que las ERO alteran la hemodinamica renal,
promueve inflamacién, incrementan la abosrcion de sodio en el tubulo distal de la nefrona
provocando la expansién de volumen.™ Los niveles de RNAm de SOD1 y Gpx, enzimas
que protegen contra del dafio oxidante disminuyeron en todos los grupos después de la IR,
pero la reduccién de ambas enzimas fue significativamente menor en los grupos de RPM
comparados con el control, por lo tanto, la defensa antioxidante puede ser un factor
adicional que explique el menor dafo renal en estos grupos. Aunque no se pudo establecer
el mecanismo de este efecto protector, recientemente se demostré que bajo condiciones
de hipoxia, la activacion de HIF1-a y la inhibicion de las proteinas prolil-hidroxilasas pueden
activar el factor de transcripcién FOXO3 (Forkhead box O3) que confiere proteccion renal,
modulando la respuesta al estrés oxidante, autofagia, metabolismo celular, apoptosis y

diferenciacion celular.'”

Tanto la IL6 y el TNF-a son moléculas producidas principalmente por leucocitos que
tienen una participacién importante durante el proceso inflamatorio y que por lo tanto se
usan frecuentemente como biomarcadores de inflamacién. Con respecto a las
concentraciones de RNAm de IL-6 hubo un incremento significativo que ocurrié en todos
los grupos sin presentar diferencias entre ellos, sin embargo, para TNF-q, el incremento fue
solamente significativo en el grupo RC y RR. Este es un resultado inesperado, puesto que
estos grupos tuvieron un menor dano renal, sin embargo, otros mediadores inflamatorios

que no se determinaron pudieron participar también.

En resumen, bajo condiciones basales, la RPM impacta negativamente a la
nefrogénesis induciendo menor numero de nefronas al nacimiento. Las nefronas que
permanecen tienen una respuesta compensatoria a través de hiperfiltraciéon glomerular que
mantiene la funcidén renal normal. Otro importante hallazgo de este estudio fue la
disminucion de la mayoria de los niveles de RNAm estudiados, lo cual siguiere que la RPM,

durante la gestacion, lactacion o ambas induce un fenotipo ahorrador en las crias.
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Después de la lesion renal inducida por isquemia las crias de los grupos de RPM y
particularmente RC+IR y RR+IR tuvieron menor dafo renal, el cual puede ser atribuido a la
rapida recuperacion del FSR. La causa de esta respuesta no pudo ser clarificada, sin
embargo, los cambios en el patrén de los RNAm de las moléculas vasoactivas comparadas

con el grupo control pudieron contribuir a la temprana recuperacién del FSR.

Dentro de los resultados que explican los mecanismos de resiliencia renal a la IR
encontramos mejor respuesta de HIF1-a (medido por RNAm y WB), asi como mejor

respuesta antioxidante.
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6.2 La resiliencia al dafio renal se mantiene en la transicion de LRA a
ERC principalmente en los grupos de doble restriccion proteinica
materna (RR).

En el estudio anterior, una de las conclusiones importantes es que las crias con
RPM en particular los grupos RC+IR y RR+IR mostraron resiliencia a la LRA inducida por
IR.

Con base en los discutido previamente, podemos inferir en términos generales que
las crias generaron un fenotipo que establecié mecanismos que favorecieron la resiliencia
cuando se expusieron a un segundo reto como la IR. La plasticidad de los organismos
durante el desarrollo promueven la supervivencia, lo cual evita la muerte o alteraciones
severas inmediatas a pesar de que esto pueda tener consecuencias negativas a largo

plazo.%

La pregunta que nos interesaba responder con el modelo transicién de LRA a ERC

era si ¢ la resiliencia detectada de forma aguda podia sostenerse a largo plazo?.

De acuerdo con los resultados preliminares, cuando evaluamos la proteinuria
mensualmente como un marcador de progresién de dafo renal, encontramos que el grupo
control mas IR (CCIR+NXx) presentdé proteinuria progresiva indicativa de dafo renal, la cual
se observo también aunque en menor magnitud en el grupo RCIR+Nx. Este hallazgo no fue
observado en los demas grupos de RPM. Este resultado por el momento sugiere que en
particular el grupo RR+Nx podrian cosnervar los mismos mecanismos que confirieron la

resiliencia de forma aguda (24 h pos-I/R).

Diversos factores son determinantes para que se presente la progresion de LRA a
ERC, dentro de los que se encuentran la naturaleza, la magnitud y la duracion de la lesion,
asi como, los mecanismos de reparacién que pueden ser adaptativos (eficientes) o mal-
adaptativos (ineficientes).*° Con base en los resultados del estudio de LRA en donde se
observé menor dafio renal en los grupos de RPM (particularmente RC+IR y RR+IR) una
primera hipétesis para explicar la renoproteccion a largo plazo se puede fundamentar en
diversos estudios en donde demostraron que mientras mayor es la intensidad de la lesién
renal, existe mayor riesgo y probabilidad de progresion a ERC,% 37 58 sin embargo, es
necesario concluir el estudio para poder evaluar de forma mas exhaustiva las diferencias

en la magnitud del dafo renal y los mecanismo de la renoproteccion.
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7.0 CONCLUSION.

En este estudio se muestran las alteraciones que un ambiente intrauterino adverso
puede inducir en la fisiologia renal de las crias. Especificamente hemos demostrado que la
restriccion proteinica materna (RPM) durante gestacion o gestacion mas lactancia, resulta
en la reduccién del numero de nefronas en las crias, las cuales, cuando se sometieron al
procedimiento de dano renal por isquemia-reperfusion (IR) exhibieron una respuesta mas
eficiente y por lo tanto resiliencia al dano renal. Esta respuesta de renoproteccion se
mantuvo a largo plazo por lo cual se confirma que la severidad de la lesién de la lesion renal

aguda determina la progresién de la enfermedad renal crénica.

Inicialmente la hipotesis propuesta era que las crias provenientes de madres con
RPM serian mas susceptibles al dafio renal inducido por IR, sin embargo, nuestros
resultados demostraron una respuesta distinta, esto significa que dependiendo del tipo de
evento adverso intrauterino, la programacion durante el desarrollo fetal no siempre es
negativa, puesto que puede generar fenotipos que resulten con mayor capacidad o que
estén mejor adaptados para responder favorablemente a un segundo reto en la vida adulta
(fenotipo resiliente). Aunado a esto, la induccion del dafio renal como segundo reto se llevo
a cabo en ratas jovenes (3 meses de edad), por lo cual existe la posibilidad de que esta
respuesta sera diferente si el dafio renal se induce en ratas adultas o de mayor edad por lo

cual merece futuras investigaciones.

Debido a la cada vez mayor prevalencia de enfermedades crénico degenerativas en
humanos y a la creciente evidencia de su relacion con los eventos adversos durante el
desarrollo fetal, estos resultados abren una nueva linea de investigacién para estudiar los
mecanismos que puedan estar involucrados en la respuesta diferencial exhibida por las

crias provenientes de madres con restriccion proteinica.
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8.0 PESPECTIVAS.

Las enfermedades renales con base en su curso se han clasificado en agudas y
crénicas. A través de este estudio hemos podido determinar que en las crias con restricciéon
proteinica materna existe resiliencia a la lesion renal aguda (24 h post-isquemia renal), asi
como dilucidar algunos de los mecanismos probables que podrian estar participando, sin
embargo, desconocemos cual sera la respuesta fisiopatoldégica a mediano y largo plazo y
si esta renoprotecciéon se mantiene. En el curso de los siguientes modelos experimentales
trataremos de establecer si la restriccion proteinica materna y su influencia en la

nefrogénesis puede tener un efecto en la progresion de la enfermedad renal.
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ACUTE KIDNEY INJURY (AKD

AKI is generally defined as a clinical syndrome
caused by an abrupt reduction in renal blood flow
that culminates in the decrease of urine production
and the accumulation of toxic compounds. These
alterations are observed within several hours or
days once the event has occurred!-3. AKl is a serious
public health problem with high morbidity and mor-
tality, associated with an increased long-term risk
of developing chronic kidney disease (CKD)*. More-
over, this condition generates an additional cost to
health systems and longer hospital stays>¢. Unfor-
tunately, the interventions to prevent AKI or to im-
prove prognosis have not been efficient enough.
Another difficult issue that clinicians around the
world face is the definition and classification of AKI,
limiting its precise diagnosis. The current classifica-
tion is included in the Clinical Practice Guidelines for
Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDI-
GO), which maintained the definition and staging of
AKI based on the previous criteria of risk, injury,
failure, loss, end-stage renal disease (ESRD), and
AKI network. This new classification considers the
elevation of creatinine = 0.3 mg/dL in 48 h, or a
greater increase of > 1.5 times of the basal values
in the past 7 days, or decrease in the urinary output
to < 0.5 mL/kg/h during 6 h, categorizing the epi-
sodes in three stages in relation to the severity of
the renal damage (KDIGO 1, 2, or 3)3.

Despite these barriers to diagnosis, it has been esti-
mated that AKI occurs in 13.3 million people each
year worldwide, 85% of whom live in countries with
medium or low income, and the disease contributes
to approximately 1.7 million deaths yearly. In a re-
cently published meta-analysis that included 700 mil-
lion hospitalized patients, 21% were found to have
suffered from an AKI episode>”. It is important to
consider that AKI incidence is substantially higher in
critically ill patients on the intensive care unit, i.e.,
30-70%. In a study that included 49 million patients,
it was observed that AKl occurred in one of five adults
and one of every three hospitalized children®2. Simi-
larly, AKI etiology may vary depending on geographic
region and socioeconomic conditions>?, but the most
frequent causes of AKI are associated with general-
ized or localized ischemic damage due to surgeries,
sepsis, trauma, infections, dehydration, and toxic drug
damage*. In particular, several widely used agents,
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such as radiocontrast media or nonsteroidal anti-in-
flammatory drugs, can cause direct renal tissue dam-
age, ischemic injury, or both.

Vascular endothelium in the AKI

The kidney has one of the most abundant populations
of endothelial cells compared with other organsi®ii,
The energy demand in this organ is high, and the
partial pressure of oxygen is relatively low with fluc-
tuating values between 40 and 60 mmHg in the cor-
tex and 10 and 20 mmHg in the renal medullal2.
Therefore, the vascular architecture is highly suscep-
tible to blood perfusion and oxygenation*!3, Endothe-
lial cells physiologically contribute to the maintenance
of vascular tone, regulation of blood flow, and vascu-
lar permeability*4. Vascular endothelial growth factor
(VEGF) is required for the maintenance of the peritu-
bular capillaries’ homeostasis. VEGF is expressed in
podocytes, proximal tubule, and thick ascending loop,
while the VEGF receptors 1 and 2 are located in en-
dothelial cells, and peritubular and glomerular capil-
laries>16. AKIl is accompanied by endothelium cell
damage, which is characterized by the alteration of
the actin cytoskeleton, causing the detachment of
endothelial monolayer cells and affecting the tight
intercellular junctions which, in turn, increase vascular
permeability and the production of edema. Microvas-
cular damage induces endothelial activation together
with the expression of cell surface markers, such as
intercellular adhesion molecules, which promote ad-
hesion and recruitment of leukocytes and platelets®.
The arterioles, particularly in the post-ischemic area,
undergo intense vasoconstriction in response to an
increase in tissue concentrations of endothelin, angio-
tensin Il, thromboxane A2, prostaglandin H2, leukot-
rienes C4 and D4, and adenosine (Fig. 1). In addition,
vasodilatation is limited in response to decreased ace-
tylcholine, bradykinin, nitric oxide, and other vasodila-
tor molecules!’. The imbalance in the vasoactive re-
lease contributes to the decrease in renal blood flow
and the maintenance of renal hypoperfusion after
several hours.

Tubular epithelium in AKI

Once the hypoxic state occurs, tubular epithelial cells
are unable to maintain adequate levels of adenosine
triphosphate (ATP); therefore, they suffer damage
and death, primarily by necrosis and apoptosis’-1°.
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Figure 1. Integration of the mechanisms involved in acute kidney injury.

A Pro-inflammatory factors produced by the epithelium: tumor necrosis factor (TNF)-o, interleukin (IL)-1, IL-6, CXCL8, MCP-1,

CCLS5, and ENA 78.

+ Pro-inflammatory factors produced by inflammatory cells: TNF-a, IL-1, CXCL8, MCP-1, and eicosanoids.
A Endothelial adhesion molecules: intercellular adhesion molecules, P and E selectins.

M Tight junctions.
B Adhesion molecules (B-integrin).
O Na+/K+-ATPase. M1: type 1 macrophages.
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The proximal tubular epithelium is particularly more
sensitive to hypoxic states than the rest of the tubu-
lar segments because it has a higher energy meta-
bolic demand and a limited capacity for anaerobic
glycolysis. It is well-known that the cytoskeleton has
an integral role in cell function and structure through
maintaining polarity, endocytosis, signal transduction,
motility, organelle movement, exocytosis, cell divi-
sion, and cell-matrix adhesion. Therefore, the damage
to the tubular cytoskeleton has diverse effects on
cellular function!4. The ATP reduction also leads to
the loss of the brush border of the proximal tubule,
change in cell polarity, and alteration in the location
of adhesion molecules and membrane proteins such
as the Na*K* ATPase pump and B-integrins. The

Vasoconstriction
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Increase in vascular Adhesion molecules

permeability

relocation of the B-integrins and the lack of adhesion
of the epithelial cells results in the exfoliation of these
cells into the tubular lumen. The cellular debris com-
bined with the Tamm-Horsfall protein and fibronectin
promotes the distinctive cast formation in this dis-
ease, which may obstruct the tubules and later in-
crease the intratubular pressure (Fig. 1)17.

Inflammatory process in AKI

During AKI, an inflammatory cascade is initiated,
where chemokines are the main mediators of inflam-
mation, promoting the expression of adhesion mole-
cules, and the activation and infiltration of leuko-
cytes?0. This inflammatory response involves cells of
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the immune system such as neutrophils, monocytes/
macrophages, dendritic cells, and natural killer lym-
phocytes?22, Initially, the inflammatory process is
characterized by the marginalization of the leuko-
cytes to the activated vascular endothelium. Subse-
quently, there is a transmigration of the leukocytes
to the inflammatory site'4. Neutrophils and mono-
cytes regulate the inflammatory process in the acute
phase within the first 24 h“. The renal tubular epithe-
lium also contributes to the exacerbation of the in-
flammatory process, since it synthesizes proinflam-
matory and chemoattractant molecules (Fig. 1).
Several studies have shown that the prevention of
the inflammatory process through the inhibition of
neutrophils and monocytes/macrophages or by
blocking endothelial cell-leukocyte interactions has a
renoprotective effect?324. T-lymphocytes are also
involved in the development and maintenance of AKI.
Accordingly, nude mice that are deficient in T-cells
are protected from ischemia/reperfusion injury. Fur-
ther studies, however, are warranted to elucidate in
greater detail the participation and interaction of in-
flammatory cells with the resident neighboring im-
mune cells?2.

Oxidative stress in AKI

Oxidative stress is also involved in the pathophysiol-
ogy of both AKI and CKD?5-?7, since it can affect renal
hemodynamics by reducing the vasodilatory capacity
of nitric oxide or by injuring the endothelial cells. Like-
wise, oxidative stress can also induce tubular epithe-
lial damage by promoting cell death by apoptosis or
necrosis?®. The superoxide anion is the primary reac-
tive oxygen species (ROS) that participates in injuring
the kidney. There are also antioxidants that serve to
protect the cellular integrity induced by ROS2>2¢. [t is
widely known that during renal injury, the intracellular
antioxidants are reduced contributing to exacerbate
the renal injury?>. Particularly, the proximal tubular
cells have abundant mitochondria; therefore, these
cells are highly vulnerable to damage by the oxidative
stress generated by hypoxia?®. This organelle nor-
mally produces small amounts of ROS?°. Under path-
ological conditions, the decoupling of oxidative phos-
phorylation and the loss to the integrity of the
mitochondrial membrane induce an excessive amount
of ROS coming from the respiratory chain, particu-
larly complex | and Ill (Fig. 1). Mitochondrial dysregu-
lation is also characterized by a decrease in cellular
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respiration and by a lower production of ATP as well
as by the release of proapoptotic factors?>. Another
frequent source of ROS in AKI corresponds to the
infiltration of inflammatory cells, primarily neutro-
phils, and macrophages that, in addition to releasing
a large number of pro-inflammatory cytokines, suffer
the so-called respiratory burst, generating free radi-
cals (Fig. 1)26:27:30,

MECHANISMS INVOLVED IN
THE TRANSITION OF AKI TO CKD

Several years ago, it was thought that patients who
survived an episode of AKl and who had a recovery of
renal function would not have long-term consequenc-
es3!. However, in recent years, this concept has
changed based on several experimental and epide-
miological studies demonstrating that AKI is a risk
factor, leading to progressive kidney disease’-3244, In
a recent meta-analysis that included 13 previously
reported studies in patients who survived an AKI epi-
sode, the incidence of CKD and ESRD was 25.8% and
8.6%, respectively343>. In addition, it has been re-
ported that patients with greater AKI severity have a
higher risk of a more rapid progression to CKD3¢-38, In
older adults, the risk of ESRD after an AKI episode
increases from 2 to 13 times“>. However, in another
study carried out in 126 children who presented with
AKI without any other condition, 10% developed CKD
in a period between 1 and 3 years“¢.

The AKI to CKD transition has attracted the attention
of several researchers, including those in our group,
who have attempted to elucidate the mechanisms
responsible for this transition. After an AKI episode, a
complete repair of the function and renal structure,
known as an adaptive response, would be expected;
however, in most cases, this repair does not occur,
since the repair seems to be incomplete or defective,
known as a maladaptive response*47-4°. The working
group of the 13% conference of the acute dialysis
quality initiative has defined adaptive repair as the
resolution of renal structure and function without
long-term sequelae in a period of 90 days. Converse-
ly, maladaptive repair was defined as a process that
results from structural damage, such as renal fibrosis,
and with consequent progressive reduction of renal
function*®.
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Figure 2. Integration of the mechanisms involved in the acute kidney injury to chronic kidney disease transition.

A Profibrotic factors produced by the epithelium: transforming growth factor (TGF)-B1 and connective tissue growth factor.
+ Profibrotic factors produced by inflammatory cells: TGF-, platelet-derived growth factor-B, and fibroblast growth factor-2.
=™ Extracellular matrix: fibronectin and collagen. M2: type 2 macrophages.
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Several studies have shown that one hallmark of mal-
adaptive repair is the persistence of the inflamma-
tory process, proliferation of fibroblasts, and exces-
sive deposition of extracellular matrix43.44.50-36,
Therefore, the understanding of the mechanisms in-
volved in the AKI to CKD transition will undoubtedly
have an impact on the subsequent management of
patients who suffered AKI.

Tubular epithelium in the transition
of AKI to CKD

The renal tubular epithelium plays a central role in the
fibrotic response that leads to progressive CKD4%:57-59,
The mechanism by which tubular cells promote renal
fibrosis is complex; however, it has been described as
a maladaptive repair because the epithelial cells lose
the ability to redifferentiate and recover their normal
structure; therefore, there is a pathological arrest in

the G2/M phase of the cell cycle (Fig. 2)°4. These
abnormal epithelial cells have an intense signaling ac-
tivity and express cytokines and profibrotic peptides
that promote interstitial infiltration with inflamma-
tory cells and the proliferation of fibroblasts>457:60,
The arrested cells in G2/M synthesize profibrotic fac-
tors: transforming growth factor (TGF)-p1 and con-
nective tissue growth factor (CTGF)#%>4. The specific
and isolated lesion of the proximal tubule is sufficient
to induce the activation of the inflammatory response,
vascular rarefaction, and renal fibrosis¢9-61,

Vasculature in the AKI
to CKD transition

Basile et al.®2, Babickova et al.®3, and Horbelt et al.®4
have shown that capillary density is reduced up to
45%, 4 weeks after inducing AKI in murine models.
This finding indicates that unlike the tubular
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epithelium, the vascular epithelium has less regenera-
tion potentiall®. The absence of vascular repair is due
to the reduction in the expression of VEGF12:60.63 |n
fact, it has been shown that administration of VEGF
after ischemia preserves capillary density in the rat®>.
Vascular rarefaction may be a key element in the
development of fibrosis, since it maintains renal tissue
in a chronic hypoxic state, which initiates the activa-
tion of hypoxia-induced signaling pathways. Accord-
ingly, the reduction of renal capillary density corre-
lates with the severity of fibrosis®2.

Chronic renal hypoxia has been considered a thera-
peutic target for the AKI to CKD transition!2:66- Hy-
poxia also has other deleterious effects, since it is the
cause of apoptosis in renal epithelial cells and may
activate local fibroblasts that contribute to fibrogen-
esis®2. Renal fibrosis aggravates hypoxia, further re-
ducing the efficiency of oxygen diffusion by increasing
the distance between capillaries and tubules®®. In ad-
dition, in vitro studies have linked hypoxia to the in-
flammatory process because it induces leukocyte ad-
hesion to the endothelium through the activation of
B2 integrin®’. It is not entirely clear how vascular rar-
efaction and chronic hypoxia persist because hypoxia-
inducible factor (HIF) must be activated and initiates
the induction of multiple angiogenic factors to stimu-
late a vascular compensatory response; however, this
mechanism is not well activated and almost always is
not sufficient to avoid vascular rarefaction?!>.

Origin of cells that induce fibrosis
(myofibroblasts)

The origin of myofibroblasts is under debate and has
stimulated intense research in this field!34953.60.62.68
Several studies have reported that pericytes are the
primary cells that contribute to the accumulation of
myofibroblasts through the transdifferentiation of
pericyte-myofibroblast®®72. Pericytes are specialized
cells that are attached to endothelial cells and main-
tain vascular stability and integrity. The loss of peri-
cytes of the vascular endothelium together with its
participation in renal fibrosis causes instability in the
capillaries, thereby contributing to vascular rarefac-
tion13. It has also been reported that this process is
accompanied by the upregulation of platelet-derived
growth factor receptor (PDGFR)-f and PDGFR-a, while
pharmacological blockade of these receptors prevents
the dissociation of pericytes®®. The vascular stability
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is also reduced after renal damage by alterations in
the regulation of the tissue inhibitor of metallopro-
teinases 3 and disintegrin, and metalloproteinase with
thrombospondin motifs 1, which are genes that regu-
late proteolysis and angiogenesis in the pericyte?3.74,
Other cells that could be involved in the origin of myo-
fibroblasts are resident fibroblasts, cells derived from
the bone marrow, endothelial cells, and erythropoie-
tin-producing cells’>. It has been suggested that myo-
fibroblasts may also have their origin derived from the
damaged tubular epithelium, due to the process of
epithelial-mesenchymal transdifferentiation; however,
several studies question this statement’%75.

Inflammatory process in the AKI
to CKD transition

Macrophages, in particular, play a central role in both
the injured cells and in the repair of the affected tis-
sue*. The sustained infiltration of macrophages can
induce fibrosis and progression to CKD by generating
profibrotic cytokines including TGF-B, PDGF-B, and
fibroblast growth factor 2, which promote prolifera-
tion and survival of myofibroblasts. After AKI, the
presence of two subtypes of macrophages that may
differentiate under the influence of the local microen-
vironment has been demonstrated??7¢. Type 1 (M1)
macrophages (induced by interferon and lipopolysac-
charides) migrate immediately after renal injury and
are responsible for the production of pro-inflammato-
ry molecules, while macrophages Type 2 (M2) (stim-
ulated by interleukin [IL]-4 and IL-13) arise in the
recovery phase of AKI and synthesize factors that
help in the proliferation of tubular cells and the repair
of renal damage’®.

Sexual dimorphism in the AKI
to CKD transition

A rarely investigated aspect in the pathophysiological
course, clinical presentation, and prognosis of kidney
disease is the marked differences that exist between
men and women. Several studies in different renal
pathologies have shown that men are more suscep-
tible than women’’; however, the mechanisms have
not been fully elucidated. Our laboratory has been
interested in this phenomenon, particularly in what
occurs in the AKI to CKD transition, considering that
by deepening the mechanisms of renoprotection in
females or susceptibility in males, new therapeutic
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targets might be identified. Female and male rats un-
derwent a period of bilateral renal ischemia for 45 min
and were evaluated after 24 h, 1, 2, 3, and 4 months
after ischemia. In addition, oophorectomized rats
were also used. As we previously reported*3>>78 male
rats experienced the AKI to CKD transition 4 months
after renal ischemia, unlike female rats that did not
have this transition. The mechanisms of renoprotec-
tion in female rats were associated to an increase in
antioxidant enzymes and, therefore, less oxidative
damage. Moreover, it was observed that the female
rats had a significant increase in mRNA levels of
eNOS, TGF-B, and HIF-1a. A particularly interesting
finding was the fact that female oophorectomized
rats behaved similarly to male rats; in other words,
this group developed CKD#4. These results strongly
suggest the participation of sex hormones in the tran-
sition from AKI to CKD.

In summary, the growing evidence in the close rela-
tionship and dependence between AKI and CKD has
stimulated the interest of several research groups
that have made important contributions to the body
of knowledge regarding the mechanisms that bridge
these two pathologies. However, given the great
complexity, the different cell types and the diversity
of factors involved, there are still many questions to
answer.
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Garcia-Ortuiio LE, Barrera-Chimal J, Pérez-Villalva R, Or-
tega-Trejo JA, Luna-Bolaiios E, Lima-Posada I, Sanchez-Navarro
A, Reyes-Castro L, Gamba G, Zambrano E, Bobadilla NA. Re-
silience to acute kidney injury in offspring of maternal protein
restriction. Am J Physiol Renal Physiol 317: F1637-F1648, 2019.
First published October 14, 2019; doi:10.1152/ajprenal.00356.
2019.—Protein restriction (PR) during pregnancy induces morpho-
functional alterations related to deficient nephrogenesis. We studied
the renal functional and morphological significance of PR during
pregnancy and/or lactation in adult male rat offspring and the reper-
cussions on acute kidney injury (AKI) severity. Female rats were
randomly assigned to the following groups: control diet during preg-
nancy and lactation (CC), control diet during pregnancy and PR diet
during lactation (CR), PR during pregnancy and control diet during
lactation (RC), and PR during pregnancy and lactation (RR). Three
months after birth, at least 12 male offspring of each group randomly
underwent either bilateral renal ischemia for 45 min [ischemia-
reperfusion (IR)] or sham surgery. Thus, eight groups were studied 24
h after reperfusion: CC, CC + IR, CR, CR + IR, RC, RC + IR, RR,
and RR + IR. Under basal conditions, the CR, RC, and RR groups
exhibited a significant reduction in nephron number that was associ-
ated with a reduction in renal blood flow. Glomerular hyperfiltration
was present as a compensatory mechanism to maintain normal renal
function. mRNA levels of several vasoactive, antioxidant, and anti-
inflammatory molecules were decreased. After IR, renal function was
similarly reduced in all of the studied groups. Although all of the
offspring from maternal PR exhibited renal injury, the magnitude was
lower in the RC and RR groups, which were associated with faster
renal blood flow recovery, differential vasoactive factors, and hypox-
ia-inducible factor-la signaling. Our results show that the offspring
from maternal PR are resilient to AKI induced by IR that was
associated with reduced tubular injury and a differential hemody-
namic response.

hypoxia-inducible factor-1a; nephron number; renal blood flow; va-
soactive factors

INTRODUCTION

Evidence in animals and in humans has shown that altera-
tions in the uterine environment during pregnancy have an
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impact on the development of vertebrate organisms (55, 62). In
particular, it has been shown that protein restriction (PR)
during pregnancy in rats produces renal morphofunctional
alterations, characterized mainly by a decrease in nephron
number and number of well-differentiated glomeruli in the
offspring (9, 26, 35, 36, 60, 63, 68). In addition, there are
ultrastructural changes, such as thickening of the glomerular
basement membrane, disorganization of the fenestrated endo-
thelium, and degeneration of podocyte pedicels (58). Although
the influence of maternal PR (MPR) during gestation and/or
lactation in offspring has been extensively studied in patholo-
gies that include metabolic syndrome (37), glucose metabolism
(14), and reproductive physiology (67), among others, little is
known about its impact on renal function and against a renal
injury hit during adulthood. Moreover, in the rat, nephrogen-
esis continues up to 10 days after birth, and the impact of the
lactation period on renal physiology has not been explored.

The physiological consequences of a reduced number of
nephrons in humans were first proposed by Brenner et al. (11)
in 1988. After that, it was demonstrated that the reduction of
nephrons, whether acquired or congenital, is associated with
hypertrophy, hyperfiltration, and glomerular hypertension (32,
45). All of these alterations are observed in the early phase of
life as compensatory mechanisms to fight against nephron
number reduction and to maintain normal renal function. In the
long term, however, they can favor an accelerated, progressive
loss of nephrons that leads to chronic kidney disease and
cardiovascular injury (31). Nonetheless, the impact of low birth
nephron number on how the kidney deals with sudden renal
pathological situations that may occur during adulthood re-
mains largely unexplored.

Acute kidney injury (AKI) is a public health concern, and its
clinical importance is due to its high morbidity and mortality
rates (47). AKI affects 13.3 million people and contributes to
~1.7 million deaths per year (28). The pathophysiological
mechanisms by which AKI occurs are complex and involve
several factors, such as hypoxia (56), the establishment of an
inflammatory process, and the production of reactive oxygen
species (39, 46), which are the main mediators that injure the
renal epithelium and endothelium (7, 21, 27, 33, 34, 52, 57).

Although the mechanisms by which MPR induces altera-
tions in nephrogenesis and the long-term consequences of low
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nephron numbers at birth have been established, to our knowl-
edge, it has not yet been explored how this could impact the
renal response to an AKI episode induced by ischemia-reper-
fusion (IR). With the consideration of the high worldwide
prevalence of both malnutrition and AKI, in the present study,
we decided to evaluate the effect of MPR during pregnancy
and/or lactation on the severity of ischemic AKI in male
offspring.

METHODS

All experiments involving animals were conducted in accordance
with the National Institutes of Health Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals and with the Mexican Federal Regulation for
animal reproduction, care, and experimentation (NOM-062-ZOO-
2001). The study was approved by the Animal Care and Use Com-
mittee of the Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién
Salvador Zubirdn (Mexico City, Mexico).

MPR model. Twelve female Wistar rats (age: 10-12 wk) were
obtained from our animal facility. Rats were kept under controlled
12:12-h light-dark cycles at 21-22°C. Before being bred, female rats
were maintained on a standard diet. Female rats were mated with male
breeders (16 wk of age) until the day on which spermatozoa were
present in the vaginal smear and was designated day 0 of conception.
Only female rats that were pregnant within 5 days of introduction of
male rats were retained in the study. Pregnant rats were transferred to
individual cages and randomly allocated to be fed either a 20% casein
(control diet) or a 10% casein isocaloric diet (restricted diet) during
the gestation. In the lactation period, the control diet-fed mother group
was divided again into two subgroups: one-half continued to be fed
with the control diet (CC group; n = 3) and the other half was fed with
a restricted diet (CR group; n = 3). The restricted diet-fed mother
group was also divided into two subgroups: one-half was fed a control
diet (RC group; n = 3) and the other half was fed a restricted diet (RR
group; n = 3). All litters studied were adjusted to 10 pups. Control
and restricted diets were prepared in our laboratory following the
American Institute of Nutrition’s recommendation to supplement
low-protein diets with L-cystine (Sigma). The components are shown
in Table 1, and each diet was provided in the form of flat biscuits, as
we have previously reported (66). Food and water were available ad
libitum. The offspring were weaned at postnatal day 21, and only
male offspring were studied and fed a commercial diet during all of
their life. Male offspring were allocated to the following groups: CC
(n=12),CR (n = 12), RC (n = 12), and RR (n = 12). In turn, each
offspring group was subdivided into two groups: one-half underwent
IR injury (CC + IR, CR + IR, RC + IR, and RR + IR groups) and
the other half underwent sham surgery (CC, CR, RC, and RR groups).
Surgeries were induced at 12-14 wk of age.

Renal injury induced by IR in offspring. Rats were anesthetized
with an intraperitoneal injection of pentobarbital sodium (30 mg/kg)
and placed on a heating pad to maintain body temperature at 37°C. A

Table 1. Composition of the two isocaloric diets

Components Control Diet, % Restricted Diet, %
Casein 20 10
Cystine 0.3 0.15
Choline 0.165 0.165
Vitamin mix 1 1
Mineral mix 5 5
Cellulose 5 5
Corn oil 5 5
Carbohydrates

Corn starch 31.76 37.34

Dextrose 31.76 37.34

kcal/g Diet 4 4
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laparotomy was performed to access the retroperitoneum and to
dissect the renal vascular hilum to interrupt blood flow to the kidney
by placing a nontraumatic vascular clamp in each renal hilum for 45
min. Ischemia was verified visually by changes in kidney color.
Reperfusion was achieved by release of the clamps. Animals were
sutured from the abdominal wall with 3-0 Vicryl (muscle) and 3-0 silk
(skin). The same procedure was performed in the sham-operated
groups with the exception of the placement of the vascular clamp in
the renal hilum. After recovery, rats were placed in metabolic cages
with free access to water for 16—18 h for urine collection. Urinary
protein excretion was determined from the urine collections after the
surgery using the turbidimetric method with trichloroacetic acid.

Renal functional measurements. Twenty-four hours after surgery,
rats were anesthetized again with pentobarbital sodium (30 mg/kg)
and placed on a homeothermic table. The femoral arteries were
catheterized with polyethylene tubing (PE-50). Mean arterial pressure
(MAP) was monitored with a pressure transducer (model P23DB,
Gould) and recorded on a polygraph (Grass Instrument, Quincy, MA).
To record renal blood flow (RBF), the left kidney artery was dis-
sected, and an ultrasound transit-time flow probe filled with ultrasonic
coupling gel (Transonic Flow Probe, Transonic, New York, NY) was
placed around the artery (HR Lubricating Jelly, Carter-Wallace, New
York, NY). At the end of the experiment, a blood sample was taken
from the femoral artery. Urine and serum creatinine concentrations
were measured with the QuantiChrom creatinine assay kit (DICT-500,
BioAssay Systems) following the manufacturer’s instructions. Renal
creatinine clearance (CrCl) was calculated according to the following
formula: CrCl = (U X V)/P, where U is the creatinine concentration
in the urine, V is the urine flow rate, and P is the plasma creatinine
concentration. The filtration fraction was estimated as the ratio of
CrCL and renal plasma flow.

Urinary biomarkers of ischemic renal injury. Urinary heat shock
protein 72 (HSP72) and urinary kidney injury molecule-1 (KIM-1)
levels were detected by Western blot analysis. Briefly, each urine
sample was diluted 1:10 in 0.9% saline solution, and 10 nL of each
dilution was loaded and resolved by 8.5% SDS-PAGE and electro-
blotted onto PVDF membranes. Membranes were incubated overnight
at 4°C with mouse HSP72 antibody (1:5,000 dilution, Enzo Life
Sciences) or KIM-1 antibody (1:1,000 dilution, Biorbyt) and then
incubated with secondary antibody, namely, horseradish peroxidase-
conjugated goat anti-mouse IgG for HSP72 (1:5,000, Santa Cruz
Biotechnology) and horseradish peroxidase-conjugated goat anti-rab-
bit IgG for KIM-1 (1:15,000, Biorbyt), at room temperature for 90
min. Proteins were detected using a commercial chemiluminescence
kit (Millipore).

Light microscopy analysis. Once the physiological parameters were
recorded, the left kidney was perfused through the femoral catheter
with 0.9% NaCl and then with 4% neutral-buffered formalin, and
perfusion was continued until fixation was completed. Renal tissue
was embedded in paraffin, and 3-pum sections were stained with
periodic acid-Schiff. Twelve cortical fields (magnification: X100)
were recorded from each kidney slide using a digital camera incor-
porated in a Nikon light microscope. Nephron number was estimated
by glomerular counting in 10,000-wm? field. The glomerular area was
measured in at least 10 glomeruli/rat from the microphotographs with
the help of Eclipse Net software, as we have previously reported (41,
48). In each microphotograph, injured tubules were counted. Tubular
damage was characterized by loss of the brush border, lumen dilation,
and detachment of epithelial tubular cells from the basement mem-
brane. All analyses were blinded.

Gene expression analysis. The right kidney was removed and
quickly frozen. Total renal cortex RNA was isolated from the kidneys
using the TRIzol method (Invitrogen, Carlsbad, CA), and RNA
integrity was checked by 1% agarose gel electrophoresis. Reverse
transcription was carried out with 1 pg total RNA and 200 units
Moloney murine leukemia virus reverse transcriptase (Invitrogen).
mRNA levels of the angiotensin II type 1 (AT;) receptor, endothelin,
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endothelin type A (ETa) receptor, endothelin type B (ETg) receptor,
endothelial nitric oxide synthase (eNOS), catalase, glutathione, per-
oxidase, SOD1, hypoxia-inducible factor (HIF)-1c, IL-6, TNF-a, and
VEGF were quantified by real-time PCR on an ABI Prism 7300
Sequence Detection System (TaqMan, Applied Biosystems, Foster
City, CA). Probes were ordered as the following kits: AT, receptor,
Rn00561409_S1; prepro-endothelin-1, Rn00561129_m1; ETa re-
ceptor, Rn00561129_m1; ETg receptor, Rn00569139_m1; eNOS,
Rn02132634_s1; catalase, Rn00560930_m1; glutathione peroxidase
(Gpx), Rn00577994_g1; SOD1, Rn00566938_m1; HIF-1a, Rn00577560_
ml; IL-6, Rn01410330_m1; TNF-«, Rn99999017_ml; and VEGTF,
Rn01511601_m1. 18S mRNA levels were used to normalize the data.

Statistics. Results are presented as means = SE. Data were ana-
lyzed by one-way ANOVA, and differences among the groups were
determined by the Bonferroni post hoc test for multiple comparisons.
Basal parameters in all of the groups, tubular injury, and percent
differences between each experimental group and the control group
were determined by Dunnett’s multiple-comparisons post hoc test.
Differences in the distribution of the glomerular areas were evaluated
by contingency analysis, and differences were assessed using a y>-test
with the Yates correction. Differences were considered statistically
significant at P < 0.05.

RESULTS

Effect of MPR on kidney physiology and glomerular number
of offspring. First, we studied whether MPR modifies basal
renal function parameters in rat male offspring at 12-16 wk of
age. A similar body weight was observed among the groups
[CC group: 295 * 13.8 g, CR group: 302 = 9.1 g, RC group:
307 = 16.6 g, and RR group: 299 * 13.9 g, P = not significant
(NS)] as well as in kidney weight (CC group: 1.32 = 0.09 g,
CR group: 1.30 = 0.05 g, RC group: 1.39 = 0.05 g, and RR
group: 1.31 £ 0.04 g, P = NS). No significant differences in
MAP (Fig. 1A) or proteinuria (Fig. 1B) in the offspring of any
of the studied groups were recorded. Interestingly, the CR, RC,
and RR groups exhibited a significant decrease in the number
of nephrons compared with the control group of 11.2%, 15.7%,
and 16.2%, respectively (Fig. 1C). In addition, there was a
significant reduction of RBF in all of the offspring from
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protein-restricted mothers compared with the control group
(Fig. 1D). Nevertheless, CrCl remained within normal values
in all of the studied groups (Fig. 1E). It is interesting to note
that the reduction of nephrons in the MPR groups induced a
state of glomerular hyperfiltration that was revealed by an
increased renal filtration fraction (Fig. 1F), which might ex-
plain the normal renal function.

Vasoactive, antioxidant, and inflammatory factors in mRNA
levels. mRNA levels of the AT, receptor, prepro-endothelin-1,
ETA receptor, and ETg receptor are shown in Fig. 2. A
significant decrease in AT, receptor, prepro-endothelin-1, and
their receptors was detected in all of the offspring from
protein-restricted mothers compared with the control group,
except for ETg receptor mRNA levels in the CR group.

mRNA levels of eNOS, HIF-1a, antioxidant enzymes, and
proinflammatory cytokines are shown in Fig. 3. eNOS mRNA
levels were similar among the studied groups (Fig. 34). A
significant reduction in mRNA levels of GPx, catalase, and
HIF-1a was found in all offspring from protein-restricted
mothers (Fig. 3, B-D, respectively). Although IL-6 mRNA
levels remained unchanged among the studied groups (Fig.
3E), we observed a statistically significant reduction in TNF-a
mRNA levels in male rat offspring from protein-restricted
mothers compared with the control group (Fig. 3F).

Influence of MPR on AKI severity in offspring. Once the
effect of MPR on the basal renal function of the offspring was
characterized, we evaluated the impact of the lower nephron
number induced by MPR on the severity of an AKI episode.
The renal injury induced by renal bilateral ischemia in the
studied groups is represented as the percent change relative to
the basal value of their respective control groups.

After 24 h of reperfusion, offspring from maternal unre-
stricted rats showed characteristic renal injury, as we have
previously reported (6, 30, 48, 49), that is, a significant in-
crease in proteinuria and a decrease in RBF and CrCl, together
with renal inflammation, denoted by a significant increase in
kidney weight (Fig. 4, A-D). Although all offspring from
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Fig. 1. Renal physiological parameters and glomerular number in offspring from control diet-fed mothers (CC group) or mothers with protein restriction during
lactation (CR group), gestation (RC group), or both (RR group). A—F: mean arterial pressure (MAP; A), proteinuria (B), glomeruli number (C), renal blood flow
(RBF; D), creatinine clearance (E), and filtration fraction (F). BW, body weight. Data are shown as means = SE, n = at least 6 rats/group. *P < 0.05, **P <

0.01, and ***P < 0.001 vs. the CC group.
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protein-restricted mothers exhibited proteinuria, renal dysfunc-
tion, and renal inflammation, the magnitude of the changes in
proteinuria and kidney weight was significantly lower in the
RC + IR and RR + IR groups compared with the control
group (Fig. 4, A, B, and D). Proteinuria increased significantly
in all groups compared against their respective control groups,
except for the RR + IR group (Fig. 4A). CrCl decreased in a
similar way in all of the studied groups (Fig. 4B); in other
words, the strength of renal dysfunction induced by IR was
similar in all of the studied groups. Interestingly, the renal
hypoperfusion induced by IR was not observed in all MPR

groups when compared against their respective control groups
(Fig. 4C). The increase in renal weight was lower in the RR +
IR group (Fig. 4D). In addition, the filtration fraction was
calculated as a ratio of glomerular filtration rate to RBF after
the ischemic insult, and no statistical differences among the
groups were observed: 0.020 = 0.010 for the CC + IR group,
0.012 = 0.003 for the CR + IR group, 0.014 = 0.0036 for the
RC + IR group, and 0.022 = 0.012 for the RR + IR group
(P = NS). The improvement in RBF, recorded just 24 h after
renal ischemia in MPR offspring, was not evidenced in the
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Fig. 3. mRNA levels of anti-inflammatory and antioxidant molecules in kidney tissue of offspring from control diet-fed mothers (CC group) or mothers with
protein restriction during lactation (CR group), gestation (RC group), or both (RR group). A—F: endothelial nitric oxide synthase (eNOS; A), glutathione
peroxidase (Gpx; B), catalase (C), hypoxia-inducible factor (HIF)-1a (D), IL-6 (E), and TNF-a (F). Data are shown as means = SE, n = at least 6 rats/group.

*P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 vs. the CC group.
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along 24 h after ischemia.

sitive urinary biomarkers (HSP72 and KIM-1). To determine
the percentage of tubular damage, periodic acid-Schiff-stained

Tubular epithelial injury induced by IR in offspring with
MPR. The tubular epithelium injury induced by IR was eval-
uated by histopathological analysis and quantification of sen-

sections of the kidney were analyzed. Figure 5 shows repre-
sentative microphotographs of renal tissue from the control
group (Fig. 5A), CC + IR group (Fig. 5B), and MPR groups
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Fig. 5. Tubular epithelial injury induced by ischemia-reperfusion (IR) in offspring from control diet-fed mothers (CC group) or mothers with protein restriction
during lactation (CR group), gestation (RC group), or both (RR group). A-E: representative images of kidney histological sections stained with periodic
acid-Schiff. Magnification: X100. A: CC group; B: CC + IR group; C: CR + IR group; D: RC + IR group; E: RR + IR group. F—H: percentage of tubular
injury (F), urinary heat shock protein 72 (uHSP72) levels by Western blot analysis (G), and urinary kidney injury molecule-1 (uKIM-1) levels by Western blot
analysis (H). G and H, top: representative blots; bottom: densitometric analyses. Data are shown as means * SE of the percentage of change based on the control
group (without ischemia); n = at least 5 rats/group. *P < 0.05 vs. control of each group; *P < 0.05 vs. the CC + IR group.
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that underwent ischemia (CR + IR, RC + IR, and RR + IR
group; Fig. 5, C-E, respectively). Tubular injury was charac-
terized by cell death, epithelial cell detachment toward the
lumen of the tubule, and the presence of tubular casts. Con-
sistent with our observations at the physiological level, the
RC + IR and RR + IR groups showed a significantly lower
percentage of tubular injury compared with the CC + IR group
(Fig. 5F). Urinary HSP72 and KIM-1 was undetectable in all of
the sham-operated groups. Urinary HSP72 levels increased
significantly in all groups after IR-induced injury; however, the
increase in the RC + IR and RR + IR groups was significantly
lower than that observed in the CC + IR group (Fig. 5G). A
similar behavior was observed for urinary levels of KIM-1,
except for the RR + IR group, which despite its increase, was
not significantly different compared with its respective sham-
operated group. In all of the rats from protein-restricted moth-
ers, the increase in urinary KIM-1 was significantly lower
compared with the CC + IR group (Fig. 5H).

AKI IN MATERNAL PROTEIN-RESTRICTED OFFSPRING

Influence of IR in the area of glomerular tufts in offspring
with MPR. In previous studies from our laboratory using the
model of cyclosporine nephrotoxicity, in which renal vasocon-
striction is the main player, glomerular constriction was dem-
onstrated by the reduction in glomerular diameter (41),
whereas glomerular hypertrophy was evidenced by the incre-
ment in glomerular diameter (48). In the present study, we
evaluated glomerular contraction by measuring the area of
glomerular tufts in offspring with MPR. Figure 6A shows a
histogram of glomerular tuft areas for the CC group, in which
a Gaussian distribution was observed. In contrast, in the CC +
IR group, there was a decrease in the proportion of glomeruli
of normal and greater areas corresponding to the intervals of
5,001-7,000 and 7,001-9,000 Mmz, which showed values of
15.9% and 3.9%, respectively, unlike the CC group, which
presented percentages of 41.8% and 23.5%, respectively (Fig.
6, A and B). Consequently, there was a significant increase in
the percentage of glomeruli with smaller areas of 3,001-5,000
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pwm? (37.6%) with respect to the control group (23.3%). These
results suggest that after IR, the control group exhibited glo-
merular hypoperfusion. Interestingly, the offspring of protein-
restricted mothers (Fig. 6, D, F, and H) showed no relevant
alterations in glomerular distribution with respect to their own
sham-operated group (Fig. 6, C, E, and G), indicating that these
animals have a better adaptation to damage by IR and in accord
with the early RBF recovery observed in these groups.

mRNA levels of vasoactive, antioxidant, and inflammatory
factors after AKI in male rat offspring from protein-restricted
mothers. The renal injury induced by IR was associated with a
significant reduction in the AT, receptor in the CC + IR group
(—80%) that was expressed as the percent change relative to its
respective sham-operated group (CC group), whereas in the
offspring of protein-restricted mothers, the reduction was sig-
nificantly less than in the CC + IR group at ~40% (Fig. 7A).
The percent change in mRNA levels of prepro-endothelin-1
(Fig. 7B) was not different among the studied groups. In
contrast, ETa receptor mRNA levels increased significantly in
the offspring of MPR groups with respect to their respective
sham-operated groups, except for the RR + IR group. This
effect was not observed in the CC + IR group (Fig. 7C). ETg
receptor mRNA levels decreased significantly in the CC + IR
group. In the rest of the groups, this reduction was not signif-
icant (Fig. 7D).

eNOS mRNA levels were not altered in any studied group
(Fig. 8A). In the CC + IR group, GPx mRNA levels decreased
by 68.7% with respect to its sham-operated group (CC group);
this marked decrease was not observed in the rest of the rats
from MPR groups (Fig. 8B). Similarly, SOD1 mRNA levels
were significantly reduced in the CC + IR and CR + IR groups
and to a lesser extent in the RR + IR group (Fig. 8C). Catalase
mRNA levels were significantly reduced in all studied groups
by the same magnitude (Fig. 8D). IL-6 mRNA levels increased
significantly in all groups compared with their respective
sham-operated groups (Fig. 8E). TNF-a mRNA levels in-
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creased significantly in all MPR groups but not in the CC + IR
group (Fig. 8F).

mRNA levels of HIF-1a and its target gene VEGF were
analyzed, as is shown in Fig. 9. In the CC + IR group, a
significant decrease in HIF-loo mRNA levels was observed.
Whereas the experimental groups exhibited the opposite be-
havior, HIF-la. mRNA levels increased significantly in all
offspring from MPR groups (Fig. 94). The impact of this
difference was evidenced in VEGF mRNA levels, which
were significantly reduced in the CC + IR group, an effect
that was not seen in the CR + IR, RC + IR, and RR + IR
groups (Fig. 9B).

DISCUSSION

The present study was designed to assess the impact of an
AKI episode in male rat offspring derived from protein-re-
stricted mothers during gestation and/or lactation. Before the
induction of renal injury, it was essential to understand the
basal renal physiology of all of the studied offspring groups.
First, we confirmed a significant reduction in nephron number
in all of the male rat offspring from protein-restricted mothers
during gestation, as has been previously reported (8, 16, 19, 24,
25, 32, 42). In all these studies, however, the influence of PR
during lactation was not evaluated. Our study is the first to
address this issue, finding that the RC and RR groups exhibited
a greater reduction in nephron number compared with the CR
group, suggesting that MPR, during gestation, affects more
nephrogenesis than lactation. The importance of nephron num-
ber at birth is based on growing evidence in humans and
animals, which emphasizes that the lower the nephron number,
the higher the risk of kidney and cardiovascular diseases in
adult life (8, 16, 19, 25, 32, 42, 45, 61).

A particularly interesting finding was the significant reduc-
tion in RBF in the offspring from protein-restricted mothers,
which could result from the reduced nephron number. This
finding has also been recently reported in a murine model with
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Fig. 8. mRNA levels of anti-inflammatory and antioxidant molecules in kidney tissue of offspring from control diet-fed mothers (CC group) or mothers with
protein restriction during lactation (CR group), gestation (RC group), or both (RR group) after acute renal injury induced by ischemia-reperfusion (IR). A—F:
endothelial nitric oxide synthase (eNOS; A), glutathione peroxidase (GPx; B), SOD1 (C), catalase (D), IL-6 (E), and TNF-a (F). Data are shown as means = SE
of the percentage of change based on the control group (without ischemia); n = at least 5 rats/group. *P < 0.05 vs. control of each group; P < 0.05 vs. the

CC + IR group.

caloric restriction and PR and was associated with endothelial
dysfunction and reduced vascular density (1, 5). Despite the
lack of alterations in MAP, proteinuria, or CrCl, the greater
filtration fraction in the experimental groups suggested a hy-
perfiltration state that allowed for the maintenance of renal
function within normal parameters. This glomerular hyperfil-
tration has been reported as a deleterious hemodynamic mech-
anism that leads to progressive loss of nephrons in adult life
(20, 22, 31, 32, 45).

RBF regulation is complex, and it is determined by the
vascular tone of pre- and postglomerular arterioles, which are
finely controlled by several vasoactive factors (12). In the
present study, we explored main vasoactive factor mRNA
levels (eNOS, prepro-endothelin-1 and its receptors, and AT,
receptor), antioxidant enzymes (catalase, SOD1, and GPx), and
proinflammatory molecules (TNF-a and IL-6). In support of
our results, Woods et al. (63) have shown that maternal
restriction induces a significant reduction in renal renin con-
centration and renal tissue angiotensin II levels in newborn
pups. Thus, a consistent result in this study was that all
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offspring from MPR groups exhibited a significant decrease in
mRNA levels of most of the studied molecules. This could be
explained by the theory of the “thrifty phenotype,” proposed by
Hales and Barker (17), which has been demonstrated in human
fetuses under malnutrition during pregnancy, where metabolic
adaptations occur as a strategy to survive and save energy
expenditure (43, 44). It is increasingly evident that the response
to fetal malnutrition drives not only the selective preservation
of essential organs for life but also induces advantageous
metabolic adaptations for postnatal survival. Therefore, the
thrifty phenotype is not only thrifty with respect to prenatal life
but also in the efficient conservation of all nutritional and
metabolic resources after birth. The poorly fed mother provides
the fetus with a nutritional environment in which it will be born
and will have to adapt to survive in the best way. This is a
process that leads to postnatal metabolism adapted to survival
in conditions where poor nutrition is in place. Similar obser-
vations have been made regarding exposure to cold. The
offspring of sheep exposed to cold during pregnancy are,
during delivery, better adapted to respond to adverse cold
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conditions after birth (4, 15). However, we cannot exclude the
possibility that lesser mRNA levels of the molecules studied
could result from the lesser number of nephrons observed in
offspring from protein-restricted mothers.

Originally, we hypothesized that due to the known reduction
in nephron number of offspring from protein-restricted moth-
ers, there would be more susceptibility to a second challenge,
such as kidney damage induced by IR. However, we observed
the opposite; although the offspring of MPR groups presented
renal dysfunction similar to the control group, the structural
damage induced by IR was minor, particularly in the RC + IR
and RR + IR groups compared with the CC + IR group. These
results were also confirmed by lower proteinuria, lower levels
of kidney injury biomarkers (urinary HSP72 and urinary KIM-
1), and less inflammation (renal weight). These data suggest
that PR during gestation has a deeper impact on kidney
development and adaptation than those observed with PR
during lactation.

Here, we propose that offspring from protein-restricted
mothers during pregnancy or pregnancy and lactation are
resilient compared with the control group. Resilience can be
considered as the ability of an organism to adapt adequately
after exposure to some adverse or stressful circumstances (2,
10). According to our results, a first explanation of the lower
severity of AKI is that these animals had a better ability to
recover RBF, which was not only evident in the direct mea-
surement of RBF but also structurally. Therefore, after renal
IR, there was a reduction in the glomerular tuft diameter in the
CC + IR group, indicating glomerular vasoconstriction and
renal hypoperfusion, an effect that was not observed in the
experimental groups after 24 h of renal ischemia (Fig. 6). This
faster recovery of RBF in the offspring of MPR groups makes
an important difference, because renal perfusion and oxygen-
ation play a central role in the installation and extent of AKI (7,
34, 40, 57, 69).

We explored some mechanisms that may influence the lower
severity of AKI observed in the progeny of protein-restricted
mothers. The ischemic injury in the control group (CC + IR
group) was associated with a significant reduction in AT,
receptor and ETg receptor mRNA levels compared with the
control sham-operated group. In contrast, these effects were
not observed in the offspring of MPR groups; instead, there
was a significant increase in ETa receptor mRNA levels. This
differential pattern, found in vasoactive molecule mRNA lev-
els, promoted faster RBF recovery, which was different from
the control group. However, studies of renal hemodynamics by
micropuncture would be helpful for evaluating the afferent and
efferent resistances and their contribution to RBF under these
MPR conditions.

Acute renal injury induced by IR is characterized by a
persistent state of hypoxia that contributes to the pathophysi-
ological mechanisms of tubular and endothelial damage (3).
The kidneys, and particularly the renal tubules, are highly
demanding of oxygen, which makes them vulnerable to hyp-
oxia (53). One of the cellular responses to hypoxia corresponds
to the induction of HIF-la, which is a master transcription
factor that, when activated by hypoxia, induces a variety of
adaptive responses, including the expression of genes that
control the release of oxygen, vascularization, and glucose
metabolism (erythropoietin, VEGF, and glucose transporter 1,
among others). These genes are in charge of restoring homeo-
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stasis and stimulating erythropoiesis, angiogenesis, anaerobic
glycolysis, and other reparative processes (3, 38, 50, 51, 56).
Therefore, HIF-1a induction has a key role during the repair
process and has a protective effect in AKI (38, 56). In the
present study, we explored HIF-la as one of the potential
mechanisms responsible for the reduced AKI severity observed
in the RC + IR and RR + IR groups. We found that HIF-1«
has a clear differential response to renal ischemia in the
offspring of MPR groups compared with the control group
(CC + IR group). In fact, there was a significant decrease in
HIF-1a mRNA Ievels in the CC + IR group, which was not
observed in the RC + IR, CR + IR, and RR + IR groups. To
confirm HIF-la signaling activation, we measured VEGF
mRNA as one of its target genes and by its implication in AKI.
The VEGF response matches with our results in HIF-1«, since
there was a significant decrease in VEGF in the CC + IR group
that was not observed in the offspring of MPR groups. These
results suggest that the enhanced HIF-1a signaling after renal
injury in the offspring of MPR groups might be another
mechanism by which these groups were protected from isch-
emic injury. In support of this hypothesis, different studies
have demonstrated that the increase in HIF-1a levels confers
renoprotection against ischemic AKI. HIF-la stabilization
through inhibition of prolyl hydroxylases has shown an atten-
uation of renal damage induced by IR, associated with lower
apoptosis, less infiltration of macrophages and vascular adhe-
sion molecules, as well as an increase in the regulation of HIF
target genes (23, 59, 64). Similar results were found in a model
of renal damage induced by cisplatin (65). Conversely, when
siRNA was used against HIF-1aw (13) or when HIF-1 and
HIF-2 knockout mice were studied, the renal damage was
exacerbated (18). In addition to this, it is also known that the
activation of HIF during the reperfusion phase is a key factor
in the regeneration of the proximal tubular epithelium, promot-
ing the expression of tissue repair genes (13). Moreover, it was
recently demonstrated that under hypoxia conditions, the acti-
vation of HIF-1 and inhibition of prolyl hydroxylase proteins
can activate the forkhead box O3 transcription factor, confer-
ring renal protection by modulating the oxidative stress re-
sponse, autophagy, cell metabolism, apoptosis, and cell differ-
entiation (29).

Reactive oxygen species play an important role in mediating
renal IR injury (46, 54). SOD1 and GPx mRNA levels that
protect against oxidative damage were decreased after renal IR,
but the decrement in both enzymes was minor in the MPR
groups. Thus, the antioxidant defense could be an additional
factor to explain the lower renal damage in these groups.

Regarding IL-6 mRNA levels, there was a significant increase
that occurred in all of the groups and without differences among
them; however, for TNF-a mRNA levels, the increase was only
significant in the RC and RR groups. This is an unexpected result,
since these groups exhibited less renal damage; however, other
inflammatory mediators might participate.

In summary, under basal conditions, MPR negatively im-
pacts nephrogenesis, inducing a smaller number of nephrons
at birth. The remaining nephrons compensatively respond
through glomerular hyperfiltration that maintains kidney func-
tion. Another important finding of this study was the decrease
in most of the mRNA levels studied, which suggests that MPR
during pregnancy, lactation, or both induces a thrifty pheno-
type in the offspring.
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After renal injury induced by IR, rats from the MPR groups,
and particularly the RC + IR and RR + IR groups, had lower
renal damage, which could be attributed to the early recovery
of RBF. The cause of this response could not be elucidated, but
the changes in the pattern of vasoactive mRNA compared with
the control group could contribute to faster RBF recovery.
These results open a new line of research for studying the
multifactorial mechanisms that are involved in the differential
response exhibited by offspring of protein-restricted mothers.

This study highlights the alterations that an adverse intra-
uterine environment can induce in the renal physiology of the
offspring. Specifically, we show that MPR, during pregnancy
and/or lactation, resulted in a reduction in nephron number in
the offspring, which exhibited renal resilience, allowing an
efficient response to an ischemic insult during adulthood.
However, this response could be different in the long term,
which merits further investigation.
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