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RESUMO

O consumo de dieta hiperlipidica e hipersddica esta associado ao aumento da
presséao arterial, do peso corporal e do tecido adiposo visceral. O excesso de peso e
a sobrecarga de sal podem promover alteracfes renais. Contudo, a influéncia dessa
dieta sobre a funcéo e estrutura renal durante a reducdo dos hormonios ovarianos
tem sido pouco documentada. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos da dieta
hiperlipidica e hipersodica sobre a pressdo arterial e 0os parametros renais e
bioquimicos em ratas ovariectomizadas. Vinte e quatro ratas Wistar foram
ovariectomizadas (OV) e divididas nos seguintes grupos: DCO - ratas OV
submetidas a dieta padrdo contendo 12,39% do total de calorias advindas de
gordura e 0,3% de cloreto de sddio (n=6); DLO - ratas OV submetidas a dieta
hiperlipidica contendo 51,1% do total de calorias advindas de gordura e 0,3% de
cloreto de sddio (n=8); e DLSO - ratas OV submetidas a dieta hiperlipidica contendo
56,1% do total de calorias advindas de gordura e 8% de cloreto de sédio (n=10). O
peso e a pressdo sanguinea foram determinados semanalmente. Amostras de
sangue foram coletadas para analise de funcdo renal e para determinacdo da
glicose, colesterol total, triglicerideos, insulina e da tolerancia a glicose. Amostras de
urina de 24h foram utilizadas para andlise de funcdo renal. Os animais foram
sacrificados apds 24 semanas de dieta e os rins removidos para a realizacdo dos
estudos histolégicos, morfométricos e imunoistoquimicos. O tecido adiposo visceral
foi também removido. Os resultados demonstraram que o grupo DLO apresentou
maior ganho de peso corporal e ingestdo caldrica quando comparado ao grupo
DCO, enquanto o grupo DLSO ndo apresentou alteraces significativas desses
parametros. Os grupos DLO e DLSO demonstraram aumento do tecido adiposo
abdominal e da presséo arterial sistélica (PAS) quando comparado ao grupo DCO. O
grupo DLSO apresentou ainda maior PAS em relacdo ao DLO. Esses animais nao
apresentaram diferencas nos niveis séricos de colesterol total, triglicerideos e de
glicose, porém, demostraram reducao da tolerancia a glicose quando comparado ao
grupo controle. As ratas do grupo DLO apresentaram elevacao dos niveis séricos de
insulina, do indice HOMA-IR, da proteinuria e reducdo da fracdo de excrecédo de
sodio (FENa") comparado ao controle. Contudo, a proteintiria e a FENa" foram mais
elevados no grupo DLSO. N&o foram observadas alteragbes significativas da
creatinina plasmatica e da taxa de filtracdo glomerular entre os grupos. O grupo DLO
apresentou alteracdes discretas no compartimento tubulo-intersticial do cortex renal,
caracterizadas por infiltrado inflamatorio, fibrose intersticial e dilatagdo e atrofia
tubular. Essas alteragcbes ndo foram observadas no grupo DLSO. O numero de
macrofagos/mondcitos estava aumentado no cértex renal das ratas dos grupos DLO
e DLSO em relacéo ao grupo DCO. Os nossos resultados demonstram que a adi¢cao
de sal a dieta hiperlipidica em ratas ovariectomizadas pode contribuir para elevacao
da PAS e do tecido adiposo visceral, reducéo da tolerancia a glicose, proteinuria e
infiltracdo de macré6fagos/mondcitos no tecido renal.
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ABSTRACT

The consumption of high fat and high salt diet is associated with increased blood
pressure, body weight and visceral adipose tissue. Excess of weight and high salt
diet may promote renal alterations. However, the influence of this diet on renal
function and structure during the reduction of ovarian hormones has been less
documented. The aim of this study was to evaluate the effects of high fat plus high
salt diet on blood pressure and renal and biochemical parameters in ovariectomized
rats. Twenty-four Wistar rats were ovariectomized (OV) and divided into the following
groups: OSD — OV rats submitted to the standard diet containing 12,39% of total
calories from fat and 0,3% of sodium chloride (n=6), OHFD — OV rats submitted to
high-fat diet containing 51,1% of total calories from fat and 0,3% of sodium chloride
(n=8) and OHFSD - OV rats submitted to high-fat diet containing 56,1% of total
calories from fat and 8% of sodium chloride (n=10). Weight and blood pressure were
measured weekly. Blood samples were collected for analysis of renal function and to
determine serum glucose, total cholesterol, triglycerides, insulin and glucose
tolerance. Urine samples collected over a 24-hour period were used for analysis of
renal function. The animals were killed 24 weeks after the dietary treatment, at which
time the kidneys were removed for histological, morphometric, immunohistochemical
studies. The visceral adipose tissue was also removed. The results demonstrated
that OHFD group presented higher weight gain and caloric intake compared to the
OSD group, while OHFSD group didn’t show any significant alterations of these
parameters. The OHFD and OHFSD group rats showed increased visceral adipose
tissue and systolic blood pressure (SBP) when compared to the OSD group. The
OHFSD group had a higher systolic arterial pressure than in the OHFD group. These
animals didn’t show any difference in the total cholesterol, triglycerides and glucose
serum levels, but showed reduction of glucose tolerance compared to the control
group. The OHFD rats presented elevated insulin serum levels, HOMA-IR index,
proteinuria and reduced and fractional excretion of sodium (FENa") compared to the
control. However, the proteinuria and FENa™ were higher in the OHFSD group. There
were not significant differences in plasma creatinine and glomerular filtration rate
between the groups. The OHFD group showed slight alterations in tubulointerstitial
compartment of the renal cortex, characterized by interstitial inflammatory infiltrates,
interstitial fibrosis, dilation and atrophy tubular. These changes were not observed in
OHFSD group. The number of macrophages/monocytes was increased in the renal
cortex of OHFD and OHFSD rats than in the OSD rats. Our results demonstrate that



high-fat plus high salt diet in ovariectomized rats may contribute to the increases in
systolic blood pressure and visceral adipose tissue, reduced glucose tolerance,
proteinuria and macrophage/monocytes infiltration in the renal cortex of these
animals.

Keywords: High fat diet; Sodium chloride in the diet; Ovariectomy; Obesity.
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1. INTRODUCAO

Os estudos epidemioldgicos tém documentado um rapido crescimento na incidéncia
de obesidade sendo a mesma considerada uma doenca epidémica que atinge mais
de 400 milhdes de pessoas globalmente. Igualmente, a incidéncia de complicacdes
associadas a obesidade também tem crescido nas ultimas décadas (YEPURU et al.,
2010; KOTSIS et al.,, 2010; HURT et al.,, 2010). A obesidade envolve varios
distirbios no metabolismo energético, como dislipidemia, resisténcia a insulina,
aumento de citocinas pro-inflamatorias, caracterizando um estado de sindrome
metabdlica que aumenta o risco para o desenvolvimento de hipertensao arterial
(STEPPAN, LAZAR, 2004; O’'ROURKE, 2009). Além disso, estudos evidenciam que
a obesidade pode contribuir para 0 aumento da pressdo sanguinea em resposta ao
excesso de sal, caracterizando elevada sensibilidade da pressédo arterial ao sal na
hipertenséo induzida pela obesidade (NAGAE et al., 2009; SARTORI-VALINOTTI et
al., 2009). De fato, a hipertenséo sensivel ao sal representa aproximadamente 50%
dos adultos hipertensos e esta associada a fatores metabdlicos, hemodinamicos e
renais que podem aumentar os riscos de morbidades cardiovasculares e renais
(CAMPESE, 1994; CHAMARTHI et al., 2010).

A maior parte das complicacfes atribuidas a obesidade esta relacionada aos riscos
cardiovasculares associados a secrecao de citocinas derivadas do tecido adiposo,
vias neurohumorais e fatores metabdlicos capazes de provocar maior acometimento
sobre a microvasculatura e sobre os 6rgaos-alvo (SOWERS, 1998; SHI, CLEGG,
2009; BROWN, CLEGG, 2010; KOTSIS et al, 2010). A obesidade constitui, entéo,
um importante indicador de risco metabolico e cardiovascular, estando
frequentemente associada a sindrome metabdlica (SOWERS, 2003). Contudo, seus
efeitos sobre os rins tém sido menos documentados (HALL et al., 2002; DO CARMO
et al., 2009).

Os mecanismos pelos quais a obesidade promove lesdes renais nédo estao
completamente elucidados. As alteracbes hemodindmicas, metabdlicas e
inflamatodrias presentes na obesidade parecem desempenhar funcdo importante na

inducdo e progressao de lesdes renais (DO CARMO et al., 2009). O acumulo de
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tecido adiposo, particularmente a adiposidade visceral, esta associado a alteracdes
da funcéo renal caracterizadas pelo aumento da reabsorcdo de sodio, promovendo
expansao de volume e elevacdo da pressédo sanguinea durante o ganho excessivo
de peso. Por outro lado, a hipertenséo e as anormalidades metabdlicas associadas
com a obesidade, podem contribuir para o desenvolvimento de doencas renais
(HALL et al., 2003). A retencao de sodio e o fluido extracelular estdo aumentados na
obesidade induzida pela dieta em modelos experimentais e em humanos obesos
(HALL et al., 1997). Experimentos com animais obesos demonstram também
alteracbes da estrutura renal, incluindo expansdo da capsula de Bowman,
proliferacéo celular no glomérulo e espessamento da membrana basal glomerular e
tubular. Esses achados foram associados a maior expressao glomerular do
Transforming Growth Factor-B (TGF-B) (HENEGAR et al., 2001). Em pacientes
obesos foi observado glomerulopatia relacionada a obesidade, incluindo
glomeruloesclerose segmental focal, glomerulomegalia e hiperplasia mesangial
(PAPAFRAGKAKI, TOLIS, 2005). O acumulo de lipideos no glomérulo e na capsula
de Bowman também sdo alteracbes histoldégicas associadas ao alto consumo de
gordura (DEJI et al., 2009; HALL et al., 2010).

A dieta hipersédica pode contribuir para o desenvolvimento da hipertensdo, no
entanto, os mecanismos envolvidos ainda ndo estdo totalmente esclarecidos. As
alteracdes no volume sanguineo, na secrecdo de renina e aldosterona, nos niveis
plasméticos de angiotensina Il (All) e oOxido nitrico, a hiperatividade do sistema
nervoso simpatico (SNS) e o estado redox parecem estar envolvidos nesse
processo. Além disso, estudos sugerem que a resisténcia a insulina com
hiperinsulinemia desempenhe funcdo importante na elevacdo da pressao arterial
induzida pela dieta hipersodica (MUNTZEL, DRUEKE, 1992; VASDEYV et al., 2007).
A hipertensdo induzida pelo excesso de sal durante periodo prolongado esta
associada com aumento da injuria renal e mudangas importantes na expressado de
citocinas renais relacionadas com a resposta pro-inflamatoria, deposicdo de matriz
extracelular no tecido renal e disfuncdo endotelial (GU et al, 2006;
DRENJANCEVIC-PERIC et al., 2011).

A reducdo dos hormdnios ovarianos, no periodo da pos-menopausa ou em ratas

ovariectomizadas, estd frequentemente associada a alteragbes do perfil
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hemodinamico e da funcdo endotelial, distdrbios no metabolismo energético, estado
redox, obesidade, dislipidemias e alteracbes renais (WISE et al.,, 1999). A
menopausa pode ser acompanhada também por aumento na sensibilidade ao sal
(FUJITA, 2007). As mulheres na pds-menopausa apresentam maior risco de
desenvolver hipertensdo sensivel ao sal, sugerindo que os hormdnios sexuais
influenciam no balanco de sédio e na regulacdo da presséo sanguinea. (HINOJOSA-
LABORDE et al., 2004; SARTORI-VALINOTTI et al., 2009). Os estrégenos modulam
a atividade e expressao do NO e All, e a sua deficiéncia produz alteracdes desses
dois fatores, resultando em disfungbes no balanco de sédio renal, estado redox e
hipertensdo (HERNANDEZ, RAIJ, 2006; MAJID, KOPKAN, 2007). No modelo
experimental de ratas Dahl S-sensiveis ao sal foi constatada hipertensdo apés a
ovariectomia, indicando que os estrégenos podem promover protecdo contra 0
desenvolvimento de hipertensao (HINOJOSA-LABORDE et al., 2004).

Algumas formas de hipertenséo, incluindo a hipertensao associada a obesidade séo
influenciadas pelo aumento da ingestédo diaria de sodio. Modelos experimentais de
obesidade e hipertensdo sensivel ao sal tém sido desenvolvidos, contudo esses
modelos muitas vezes ndo representam as alteracbes observadas em humanos,
pois utilizam animais geneticamente modificados como ratos Dahl S, DOCA-salt ou
ratos espontaneamente hipertensos (SHR). Além disso, existem poucos estudos
analisando os efeitos de dietas ricas em gorduras e/ou sal sobre os rins,
principalmente em situagdo de diminuicdo dos hormdnios ovarianos. Diante disso,
dentre os objetivos do nosso estudo destaca-se o desenvolvimento de um modelo
experimental de obesidade e hipertensdo induzido por dieta hiperlipidica e
hipersédica, que possa ser utilizado para o estudo das alteragcbes hemodinamicas,
metabolicas e dos parametros de funcdo e estrutura renal em ratas

ovariectomizadas, mimetizando as altera¢cdes encontradas em humanos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Obesidade e Injuria Renal

A obesidade pode ser definida como uma condi¢cdo caracterizada pelo acumulo
excessivo de gordura corporal, sendo consequéncia de balanco energético positivo e
gue acarreta repercussdes a saude (EKNOYAN, 2011). Existem evidéncias de que
fatores genéticos e ambientais estdo relacionados ao desenvolvimento de
obesidade, porém, estudos tém demonstrado que os fatores ambientais como
alimentacdo hipercalérica e sedentarismo sdo 0s principais responsaveis pelo
acumulo de tecido adiposo e ganho de peso (HURT et al.,, 2010; ANUBHUTI,
ARORA, 2008)

Véarias complicacbes estdo relacionadas a obesidade, incluindo doencas
cardiovasculares, por acometimento da microvasculatura e de o6rgdos-alvo, e
distarbios metabdlicos (SOWERS, 1998; SHI, CLEGG, 2009; BROWN, CLEGG,
2010). Além disso, a obesidade é frequentemente acompanhada por inflamacéo
sistémica com elevadas concentracfes plasmaticas de marcadores inflamatérios
como interleucina 6 (IL-6), fator de necrose tumoral a (TNF a) e proteina C reativa
(PCR), citocinas associadas com risco aumentado para o desenvolvimento de
resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2, hipertensédo e dislipidemia (TILG,
MOSCHEN,2006; POU et al., 2007).

Embora a obesidade seja largamente reconhecida como um fator que contribui para
essa série de alteracOes fisiopatoldgicas, sua funcdo na iniciacdo e progressao da
doenca renal € menos documentada (HALL et al., 2002; ABRASS, 2004; DO
CARMO et al.,, 2009). Atualmente, estudos experimentais e epidemiolégicos tém
demonstrado a relacdo entre obesidade e injuria renal. A incidéncia de doenca renal
cronica aumenta paralelamente ao aumento da prevaléncia da obesidade. Isso
porque a obesidade acarreta uma sobrecarga metabdlica e da inicio a uma série de
eventos, incluindo hipertensdo arterial e diabetes mellitus, que sdo as principais
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causas da doenca renal crénica. Além disso, a obesidade se apresenta como um
fator de risco independente para o desenvolvimento de injuria renal, uma questéo
pouco abordada. Os mecanismos fisiopatologicos relacionados ndo séao
completamente compreendidos, mas envolvem alteracdes hemodinamicas,
metabdlicas e inflamatérias, como resisténcia a insulina, hiperinsulinemia,
hiperleptinemia, ativacdo do SRAA e ainda alteragcdes no metabolismo lipidico, que
contribuem para o de lesao renal (GUEDES, 2010; TESAURO et al., 2011).

- Mecanismos hemodinamicos

Com aumento das necessidades metabdlicas ocasionado pela obesidade, h&
elevacdo do fluxo sanguineo para os tecidos, do débito cardiaco e da presséo
arterial. Assim, o fluxo sanguineo renal, em menor extensdo, e a taxa de filtracédo
glomerular encontram-se elevados na obesidade (HALL et al., 2003). A hiperfiltracao
resulta em hipertrofia glomerular acompanhada por expansdo mesangial e
albumindria. Estas alteracdes foram observadas por Deji et al., (2009) em estudo
realizado com camundongos C57BL/6 submetidos a dieta hiperlipidica por um
periodo de 12 semanas, foi observado também acumulo de lipidios e de colageno
tipo IV no tecido renal, além de infiltrado inflamatério. A restricdo de gordura com

controle de peso foi eficaz em prevenir as alteracfes renais.

Outros experimentos com animais obesos demonstram também expansdo da
capsula de Bowman, proliferacao celular no glomérulo, espessamento da membrana
basal glomerular e tubular. Esses achados foram associados a maior expressao do
TGF-B glomerular (HENEGAR et al., 2001). E ainda, estudos avaliando a estrutura
renal de pacientes obesos observaram glomerulopatia relacionada a obesidade,
incluindo glomeruloesclerose segmental focal, glomerulomegalia e hiperplasia
mesangial (PAPAFRAGKAKI, TOLIS, 2005). Desta forma, é possivel que alteracdes
hemodindmicas decorrentes da obesidade se correlacionem com iniciagdo e

evolucéo da lesao renal.

A hiperfiltragdo glomerular associada a elevacao da fragéo de filtracdo na obesidade
€ um importante fator contribuinte para a retencdo de sodio o que, por sua vez,
contribui para elevagdo do volume do fluido extracelular e da presséo arterial
(CHAGNAC et al., 2008). A hiperatividade simpatica renal e os niveis elevados de



25

All, caracteristicos da obesidade, também estdo relacionados ao aumento da
reabsorcdo de sodio no tabulo proximal (WAHBA, MAK, 2007). Combinada com a
hipertensédo, a hiperfiltragcdo contribui potencialmente para o desenvolvimento de
injuria renal (MARIC, HALL, 2011).

- Mecanismos metabodlicos

Além das alteracbes hemodinamicas, a fisiopatologia da obesidade envolve
alteracbes metabdlicas que contribuem para o desenvolvimento e evolucdo da
doenca renal. As principais alteracdes metabdlicas associadas ao dano renal
incluem a resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, hiperleptinemia, dislipidemias e
secrecdo e atividade aumentada de componentes do SRAA pelos adipécitos
(MADDOX et al., 2002; PAPAFRAGKAKI, TOLIS, 2005; WAHBA, MAK, 2007).

A sensibilidade reduzida a insulina constitui a alteracdo central na sindrome
metabdlica e é a mais importante ligacdo entre obesidade e injuria renal, pois a
hiperinsulinemia esta associada com glomerulopatia renal por meio de mecanismos
indiretos e diretos. Em estudo com ratos Zucker obesos foi observado correlagao
positiva entre hiperinsulinemia e elevacdo da presséo arterial, possivelmente por
seus efeitos sobre o SNS, SRAA e retencdo de soédio (MADDOX et al., 2002;
CHAGNAC, et al., 2000). Este aumento na pressao arterial estaria envolvido com
injaria renal a medida que maior pressdo sanguinea sistémica gera maior pressao
hidraulica a que os capilares glomerulares sdo expostos, submetendo o a
vasculatura glomerular a maior estresse (WAHBA, MAK, 2007).

Além disso, aos efeitos pressoéricos, a hiperinsulinemia em ratos obesos também
possui acbes diretas associadas a injaria glomerular, incluindo hipertrofia e
hiperplasia mesangial e aumento da producéo celular dos componentes da matriz
mesangial (ABRASS et al., 1995). Aléem disso, a insulina pode contribuir para a leséo
renal potencializando a resposta vascular e das células mesangiais a All e a
aldosterona, aumentando a pressao arterial sistémica e a pressao intraglomerular e
exacerbando a proteindria. A insulina também aumenta o estado redox intrarrenal
gque aumenta a expressdo de citocinas inflamatérias e fatores de crescimento
acelerando o processo aterosclerético no rim (BIDDINGER, KAHN, 2006; WAHBA,

MAK, 2007; SAVINO et al., 2010).
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A hiperleptinemia relacionada a obesidade também parece afetar a funcdo e
estrutura renal. Este hormdnio, como a insulina, possui mecanismos de lesédo renal
indiretos e diretos. A ativacdo do SNS e retencdo de sodio com resultante elevacao
da pressdo arterial constituem em um mecanismo indireto pelo qual a
hiperleptinemia contribui para injuria renal (PAPAFRAGKAKI, TOLIS, 2005). Os
mecanismos diretos sdo aqueles que nao estdo necessariamente ligados a
hipertenséo. O tecido adiposo produz e secreta todos os componentes do SRAA, a
expressdo de angiotensinogénio no tecido adiposo visceral se aproxima da
expressdo hepatica, classicamente considerada a principal fonte de
angiotensinogénio (GUERRE-MILLO, 2004; HUNLEY et al., 2010). Na obesidade a
hiperleptinemia, hiperinsulinemia, estimulacdo simpatica e o0 nUmero aumentado de
adipécitos sdo 0s mecanismos responsaveis pela hiperatividade do SRAA
(BIDDINGER, KAHN, 2006; STIEFEL et al.,, 2011). Assim, 0 aumento nos niveis
circulantes de All e a expresséao renal de receptores do tipo 1 para All promove uma
potente combinacdo para elevar a vasoconstricdo arteriolar eferente, pressao
glomerular e fracdo de filtracdo, bem como a proliferacdo celular mesangial que
culmina em dano renal (MATSUSAKA et al., 1996).

As alteracbes no metabolismo lipidico decorrentes da obesidade também podem
contribuir diretamente para o dano renal. Sob condi¢cBes de alteracdes da glicemia e
do metabolismo lipidico ocorre desequilibrio entre a lipogénese e lipolise no rim e em
outros tecidos, essas alteracBes contribuem para o acumulo de lipidios no tecido
renal e lipotoxicidade, fatores associados a injuria renal (REDDY, RAO, 2006; KUME
et al., 2007). Estudos realizados com ratos obesos Zucker observaram que a
elevacdo nos niveis séricos de lipidios contribuiu para injaria glomerular,
possivelmente relacionada a elevacdes nas lipoproteinas de baixa densidade (LDL).
Isso se deve ao fato de que células mesangiais possuem receptores para LDL, em
niveis elevados o LDL aumenta a producdo mesangial de moléculas quimioatraentes
de mondcitos, promovendo infiltracdo de células inflamatorias no intersticio renal
(ROVIN, TAN, 1993). Hipercolesterolemia também estimula a produgéo de fatores
gue atraem o0s macrofagos pelas células mesangiais bem como aumenta a
expressdo de RNAm para TGF-$ nestas células (MADDOX et al., 2002). Além disso,
estudos in vitro com células mesangiais humanas expostas a LDL, LDL oxidado e

LDL glicado em concentracdes proximas aquelas encontradas na circulacéo
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aumentam significativamente a sintese mesangial de componentes da matriz como
fibronectina e laminina (SANTINI et al., 2008).

- Mecanismos inflamatérios

A obesidade e hipertensédo sao caracterizadas pela presenca de infiltrado intersticial
de macréfagos e mondcitos e producdo anormal de citocinas pro-inflamatérias no
tecido renal (OHTOMO et al., 2010; RODRIGUEZ-ITURBE et al., 2004). Os
macrofagos séo células potencialmente capazes de produzir varios produtos
citotéxicos, incluindo espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio,
quimiocinas, citocinas e All que podem promover ou intensificar a lesdo tecidual
(RODRIGUEZ-ITURBE et al., 2004; NAVA et al., 2003). As citocinas, por sua vez,
podem atuar induzindo proliferacdo celular e modificacdo de seus fendtipos,
contribuindo para as alteracfes da estrutura e funcéo renal (OHTOMO et al., 2010).
Além disso, a propria lesdo das células tubulares pode resultar em liberagdo de
guimiocinas e citocinas, recrutamento de macréfagos e consequente estimulagcéo
dos fibroblastos, os quais podem iniciar e influenciar o curso da inflamacédo e da
fibrose intersticial (RIYUZO, 2002).

A presenca de linfocitos no tecido renal parece estar relacionada também com a
modulacdo da resposta inflamatoria e pode atuar intensificando a leséo tecidual. Os
linfocitos T sé@o capazes de sintetizar TGF-f3, citocina classicamente conhecida por
estimular a producéo de colageno pelos fibroblastos e inibir a producédo de enzimas
responsaveis pela degradacdo da matriz extracelular (PETERS et al.,, 2004;
STRUTZ, NEILSON, 1994). Foi também demonstrado que a infiltragdo tubulo-
intersticial de linfocitos e macréfagos esta associada com a geracdo de ERO e All
em alguns modelos experimentais de lesdo renal (RANGAN et al., 1999; NAVA et
al.,, 2003; SOARES et al., 2006). A utilizacdo de agentes anti-inflamatdrios e
antioxidantes reduz o infiltrado inflamatoério e promove a melhora ou prevencédo da
hipertensdo (MULLER et al., 2000; TIAN et al., 2005).

Estudos com modelos experimentais evidenciaram que a inflamacao renal participa
da patogénese da hipertensao devido a retencéo de sodio causada pelo acumulo de
células produtoras de All no tecido renal (RODRIGUEZ-ITURBE et al., 2002a). Tanto

a enzima conversora da angiotensina, quanto a propria All, sdo expressas por
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linfécitos T e macrofagos nos tecidos renais em modelos experimentais de
hipertensdo, e o acumulo dessas células parece ser a razao primaria para a
retencdo de sodio (COSTEROUSSE et al., 1993; RODRIGUEZ-ITURBE et al.,
2002). O aumento da producédo de All renal promove diminuicdo da taxa de filtragao
glomerular (TFG), com consequente reducdo da carga de filtrada de sédio; aumento
da reabsorcao tubular de sédio; impedimento da natriurese pressorica; sinalizacao
em cascata de fatores de transcricdo inflamatérios e producdo de superoxido
mediada pela estimulagdo da NAD(P)H oxidase (RODRIGUEZ-ITURBE et al., 2004).

2.2 Obesidade, sal e hipertenséao

A obesidade € um fator de risco que pode acentuar a resposta da presséo arterial ao
sal. Em um estudo realizado com 60 adolescentes obesos e 18 n&o obesos foi
verificado a presenca de sensibilidade ao sal induzida pela obesidade. Estes
adolescentes foram submetidos a uma semana de dieta hipersodica seguida de uma
semana com dieta hipossddica. Os adolescentes obesos que deixaram de receber
dieta hipersédica e passaram a consumir a dieta hipossodica apresentaram queda
significativa da pressdo arterial, enquanto que os adolescentes ndo-obesos nao
apresentaram reducdo da pressédo arterial apos reducdo da carga de sal ingerida.
Este resultado sugere que a pressdo arterial de adolescentes obesos é mais
dependente da ingestdo de sodio que a pressdo arterial de adolescentes nao-
obesos (ROCCHINI, 1990). Em outro estudo foi demonstrado que individuos com
sindrome metabdlica apresentaram maior resposta depressora diante de uma dieta
hipossodica e uma maior resposta pressorica diante de dieta hipersodica comparada
aos individuos do grupo controle sem sindrome metabolica (CHEN, et al., 2009)

Os mecanismos subjacentes ao aumento da sensibilidade ao sal em individuos
obesos com sindrome metabdlica ainda ndo estdo completamente compreendidos,
mas parecem estar associados a alteracdo da natriurese pressorica, comumente
observada na obesidade. A natriurese pressorica consiste no aumento ou diminui¢ao
da excrecdo de sodio e dgua devido a elevacdo ou reducdo da pressdo arterial,

respectivamente, agindo como um componente chave do sistema de feedback para
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estabilizar a pressao arterial e o volume do fluido corporal (KARPPANEN,
MERVAALA, 2006). Durante a obesidade, antes da perda de néfrons por injdria
glomerular, ocorre primariamente aumento na reabsorcao de sodio, esta mudanca €,
entdo, compensada com vasodilatacdo que provoca elevacao da filtracao glomerular
aumentando a quantidade de &gua e eletrdlitos filtrados, porém essa compensacgao
nao é completa e o resultado final é retencdo de sodio e agua, com expansao de

volume e consequente hipertensao (KOTSIS et al., 2010).

As alteracdes na natriurese pressorica induzidas pela obesidade podem ocorrer
devido as modificagbes nas forcas intrarrenais decorrentes de mudancas
histol6gicas na medula renal que podem comprimir a alca de Henle e 0s vasos retos,
lentificando o fluxo tubular e aumentando a reabsorcao de sodio (HALL, 1997). Outro
fator que pode alterar a natriurese pressorica e assim, aumentar a sensibilidade da
pressao arterial ao sal, é a ativacdo do SRAA que é diretamente proporcional a
adiposidade (KOTSIS et al.,, 2010). Estudos demonstram que humanos obesos
apresentam aumento na atividade da renina plasmatica, nos niveis plasmaticos de
angiotensinogénio, All e aldosterona (RUANO et al.,, 2005; HUNLEY et al., 2010;
STIEFEL et al.,, 2011). Ainda, em estudo experimental realizado por Deji et al.,
(2009), foi demonstrado que camundongos submetidos a dieta hiperlipidica
apresentaram retardo na excrecdo urinaria de sodio e elevacéo da presséao arterial
sistélica quando receberam sobrecarga aguda de sal. A expressao renal de RNAm
para renina, ECA e angiotensinogénio deste animais estava aumentada quando
comparado com o0s animais com dieta hipolipidica, sugerindo que a ativacdo do
SRAA constitui um dos mecanismos de lesdo renal e hipertensédo sensivel ao sal

induzidos pela obesidade.

A sensibilidade ao sal, observada em sujeitos obesos, esta também correlacionada a
hiperinsulinemia resultante da resisténcia a insulina, jA que hiperinsulinemia é
responsavel, pelo menos em parte, pela retencdo de sédio (DOBRIAN et al., 2003).
A hiperinsulinemia crénica pode promover retencdo de sodio devido ao estimulo
direto a reabsor¢cdo de sodio no tubulo proximal (FUJITA, 2008); e indiretamente
pelo aumento da responsividade adrenal a All aumentando a secregcdo de
aldosterona; aumento da atividade simpatica (NAGAE et al., 2009a), e portanto,
pode aumentar indiretamente a retencdo de sédio (ROCCHINI, 1990).



30

2.3 Sal, Hipertenséo e Lesao Renal

O alto consumo de sal parece ser um dos principais fatores contribuintes para o
desenvolvimento de doencas cardiovasculares. Um estudo realizado em individuos
de 32 paises constatou que o consumo médio de sal € de 9,9 g/dia (INTERSALT
COOPERATIVE RESEARCH GROUP, 1988), quando a ingestdo diaria de soédio
recomendada pela Organizacdo Mundial de Saude é 5g/dia ou menos (HE,
MACGREGOR, 2003).

O excesso de sal na dieta é relativamente recente em termos de evolucao, ja que ha
alguns milhdes de anos atras a quantidade ingerida era menor que lg/dia. A adicao
de sal na comida s6 passou a acontecer ha 5.000 — 10.000 anos atras com o inicio
da agricultura (PIERRE et al., 2005). Antes da refrigeracéo, o sal era 0 mecanismo
mais utilizado para a conservagdo do alimento (MOHAN, CAMPBELL, 2009). Na
atualidade, a maior parte do sal consumido diariamente esta presente nos alimentos
industrializados (HE, MACGREGOR, 2003).

A primeira associacao entre a ingestdo de sal e o desenvolvimento de hipertenséo
foi constatada pelo pesquisador Louis Dahl em 1960. Os estudos demonstraram
relacdo linear entre a prevaléncia de hipertensdo e a média do consumo de sal em
cinco populacdes. Desde entdo, diversos experimentos com animais, estudos
epidemioldgicos e triagens clinicas tém expandido as observacdes feitas por Dahl,
evidenciando os efeitos da dieta hipersodica sobre o sistema cardiovascular e
também sobre sistema renal (BROWN et al., 2009). Nas popula¢gdes onde o
consumo de sal excede 3g/dia, a proporcao de individuos com hipertensdo aumenta
com a idade, sendo este fenbmeno ainda mais pronunciado quanto maior for a
ingestdo de sal (PIERRE et al., 2005). Em contrapartida, estudos com populacdes
gue consomem baixas quantidades de sal na dieta tém encontrado baixos niveis de
presséo arterial INTERSALT COOPERATIVE RESEARCH GROUP, 1988).

O balanco do sédio e, consequentemente, da agua € realizado pelos rins que
equiliboram o consumo com a excrecdo deste cation. Uma dieta hipersédica pode
gerar acumulo de sddio no liquido extracelular, com retencdo de agua e expansao

do volume sanguineo. O aumento da volemia, por sua vez, estd associado a
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elevacdo da pressao arterial que pode ser ainda mais evidente quando associada a
habilidade limitada dos rins de excretar completamente o excesso de soédio
consumido (MOHAN, CAMPBELL, 2009). Apesar de estudos demonstrarem que a
dieta hipersddica pode promover elevacdo da pressao arterial, a intensidade com a
qual esta elevacédo ocorre diante da sobrecarga de sal é variavel, correspondendo a
sensibilidade da presséo arterial ao excesso de sal. Individuos com pressao arterial
sensiveis ao sal respondem a sobrecarga aguda ou crbnica de sal com aumento
exacerbado da pressao arterial, enquanto em individuos normais, a presséao arterial
apresenta pouco ou nenhum aumento com incremento de sal na dieta
(DRENJANCEVIC-PERIC et al., 2006; KOPKAN, CERVENKA, 2009).

Aproximadamente metade da populacdo com hipertensdo essencial possui pressao
arterial sensivel ao sal. Os mecanismos fisiopatoldgicos que levam a sensibilidade
ao sal sdo complexos e apenas parcialmente entendidos. Alguns estudos tém
focado na acdo patogénica dos rins, ja que respostas alteradas da hemodinamica
renal & sobrecarga de sal na dieta e também manipulacdo anormal do sddio nos
segmentos tubulares tém sido sugeridos como os fatores causais da variagcdo da
resposta da pressao sanguinea ao sal (CHAMARTHI et al., 2010).

Além disso, grande numero de estudos investiga a associacdo de dieta hipersédica
e pressao arterial elevada. Os mecanismos pelos quais o0 aumento do sal na dieta
leva ao desenvolvimento de hipertensdo dependente de sal nao estéao
completamente esclarecidos. Além disso, a expansdo de volume, altas
concentracbes de sbdio podem também ter outras acles hipertensivas como
alteracdo do funcionamento e regulacdo do SRAA, ativacdo de NF-kB nas células
tubulares proximais desencadeando processo inflamatorio no tecido renal, inducéo
de estado redox alterando a biodisponibilidade do éxido nitrico, hipertrofia de células
musculares lisas e ativacao do sistema nervoso simpatico (GU et al., 1998; GU et al.,
2006; DRENJANCEVIC-PERIC et al., 2006; KOPKAN, CERVENKA, 2009).

Em estudo realizado por Gu et al., (2008), utilizando ratos Sprague-Dawley
normotensos submetidos a dieta hipersodica (8% de cloreto de sdédio) por 8
semanas, foi verificado aumento significativo da pressao arterial, excrecao urinaria
de albumina e inflamacdo renal. Neste caso, ratos normotensos desenvolveram

hipertenséo arterial mais lentamente quando expostos a dieta hipersodica, havendo
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elevacdo da pressao arterial paralela a aumento ao estado redox e o dano renal.
Observacfes experimentais demonstram que a dieta hipersédica, a longo prazo,
causa hipertensdo e lesdo renal com alteracdo na expressdo de citocinas
inflamatorias no tecido renal de ratos Sprague-Dawley, além disso a sobrecarga de
sal também parece estimular a formacdo de matriz e disfung¢édo endotelial (GU et al.,
2009). O tratamento com o antiinflamatorio micofenolato mofetil promoveu reducao
de NF-kB renal, da infiltragdo de macréfagos/mondcitos e linfécitos e da albumindria,
melhorando assim, a funcdo e estrutura renal e reduzindo a presséo arterial em
ratos Dahl S alimentados com dieta contendo 8% ou 4% de sal. Os efeitos benéficos
da terapia com antiinflamato6rio demonstram que o aumento da pressao arterial e do
dano renal estdo relacionadas a infiltracdo de células inflamatérias no tecido renal
induzida pela dieta (TIAN et al., 2007a, DE MIGUEL et al., 2010).

A inflamacé&o renal parece estar associada com os niveis elevados de All intrarrenal,
ja que ratos Dahl S submetidos a dieta hipersddica apresentam reducdo de TNFa e
MCP-1 no cortex renal quando tratados com candesartan, bloqueador do receptor de
All. Foi verificado também que esse bloqueio reduziu a infiltracdo de macrofagos no
tecido renal, atenuando a inflamacao e excrecdo urinaria de proteinas (LIN et al.,
2009). Por outro lado, a elevacgao de citocina e quimiocinas renais, com infiltracéo de
células inflamatérias no intersticio renal, implica em aumento da All renal, isso se
deve ao fato de macréfagos e linfécitos secretarem All (FRANCO et al., 2006). Desta
forma, instala-se um ciclo vicioso que perpetua a inflamacéo e a elevagcéo dos niveis

de All, resultando em lesdo renal severa.

2.4 Estrogenos, obesidade, sensibilidade ao sal e injuria renal

A reducéo da producédo de estrogenos em mulheres no periodo da pos-menopausa,
em modelos experimentais de ovariectomia ou de envelhecimento é caracterizada
pelo aumento do peso corporal total e maior acimulo de gordura abdominal (MARIC
et al., 2008; SARTORI-VALINOTTI et al., 2009). A transicdo menopausal promove

mudancas desfavoraveis da distribuicdo de gordura corporal, aumentando o risco de
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desenvolvimento de doencas cardiovasculares e renais, diabetes mellitus e outras

alteracdes associadas a sindrome metabdlica (WISE et al., 1999; HALL et al., 2002).

As mulheres na pré-menopausa apresentam menor indice de doencas
cardiovasculares que homens na mesma idade. Observa-se também que os homens
possuem maior risco para desenvolver doencas renais em comparacao as mulheres.
Porém, essas diferencas relacionadas ao género parecem diminuir apés a
menopausa, quando o risco de doencas cardiovasculares, a prevaléncia de
hipertenséo e o declinio da funcao renal se elevam nas mulheres (COGGINS et al,
1998; YANES et al., 2010). Mulheres pré-menopausicas submetidas a ovariectomia
também apresentam maior risco para doencas cardiovasculares, entretanto, a
terapia de reposicdo hormonal parece promover protecao cardiovascular para estas
mulheres (ESQUEDA et al, 2007). Adicionalmente, estudos observacionais
demonstram que mulheres pés-menopausicas que recebem terapia de reposicao
hormonal apresentam menor indice de doencas cardiovasculares e faléncia cardiaca
gue aguelas que nao fazem reposicdo (THE ESHRE CAPRI WORKSHOP GROUP,
2006; ROSANO et al., 2009).

A reducao dos niveis circulantes de estrégenos e as mudancas no perfil de risco
cardiovascular apés a menopausa em mulheres ou em animais experimentais
ocorrem paralelamente ao desenvolvimento de alteracbes metabdlicas como
obesidade visceral, aumento da lipogénese e resultante dislipidemia, hiperglicemia e
resisténcia a insulina (FIGUEIREDO et al., 2010). Estudos clinicos com mulheres
menopausicas ou experimentais com animais submetidos a ovariectomia
demonstram que a reducdo dos estrégenos € seguida por maior ganho de peso e
acumulo de gordura, principalmente gordura visceral que esta relacionado a eventos
cardiovasculares observados na transicdo da menopausa (SUTTON-TYRRELL et
al., 2010; BUTERA, 2010). Estudo experimental realizado por 20 semanas com
camundongos machos, fémeas intactas e ovariectomizadas, constatou que
camundongos machos apresentam maior suscetibilidade para a obesidade e maior
acumulo de tecido adiposo que fémeas quando expostos a dieta hipercaldrica, ratas
ovariectomizadas apresentaram parametros similares aos machos (HONG et al.,
2009).
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A adiposidade central relacionada a menopausa com reducdo dos horménios
ovarianos pode ser explicada pela acdo dos estrégenos sobre a regulacdo do
metabolismo e da distribuicAo de gordura, com tendéncia a deposicdo mais
periférica (YEPURU et al., 2010). As acdes dos estrégenos sobre o tecido adiposo
sdo mediadas principalmente pelo receptor de estrogeno a (ER a), que séo
altamente expressos nos adipdécitos, e incluem modulacdo na producédo e secrecao
de adipocinas com elevacdo nos niveis de adiponectina, reducdo da secrecao
citocinas inflamatérias pelos adipdcitos e elevacdo na expressao de receptor ativado
por proliferadores de peroxissoma gama (PPARy) (AKOUM et al., 2011). Os
estrogenos regulam ainda a ingestdo alimentar e os niveis circulantes de lipidios,
além de aumentar a lipdlise por meio da ativacdo de enzima lipase horménio
sensivel (PALIN et al., 2003; BUTERA, 2010).

Além da maior suscetibilidade para o desenvolvimento de obesidade, mulheres na
pos-menopausa tém se mostrado mais sensiveis ao sal que mulheres na preé-
menopausa, sugerindo que os horménios sexuais influenciam o balanco de sodio e a
regulacdo da pressdo sanguinea. (HINOJOSA-LABORDE et.,, 2004; SARTORI-
VALINOTTI et al., 2009). Parece haver uma relacéo inversamente proporcional entre
0os niveis circulantes de horménios ovarianos e a sensibilidade ao sal apds a
menopausa independente do envelhecimento que pode ser importante para o
desenvolvimento de hipertensao (SCHULMAN et al., 2006).

Um dos fatores que contribuem para o desenvolvimento da hipertensdo sensivel ao
sal com a reducao dos hormdnios ovarianos é o aumento da sensibilidade a All e da
atividade do SRAA. A ovariectomia em ratas Dahl S ocasiona o aumento no numero
de receptores do tipo 1 para All nos glomérulos e no cortex da glandula adrenal com
consequente elevacéo da pressao arterial, a reposicdo com estrogeno atenua estes
efeitos da ovariectomia (HINOJOSA-LABORDE et al., 2004). Em mulheres na p0s-
menopausa também parece haver um bloqueio na supressao da renina pelo sal, o
que também pode contribuir para hipertensdo sensivel ao sal (PECHERE-
BERTSCHI et al.,, 2002, apud HARRISON-BERNARD et al., 2003). A hipertensao
sensivel ao sal apds a ovariectomia esta ligada também a diminuicdo da atividade
da enzima oOxido nitrico sintase endotelial (eNOS) com reducdo do O6xido nitrico,

potente vasodilatador, a reposicdo do estrogeno preveniu esta alteracdo. Estes
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achados suportam a importancia do balanco entre All e Oxido nitrico na
hemodinamica renal e na homeostase do sodio (SCHULMAN et al., 2006). Os
estrogenos modulam a atividade e expressdo do NO, a atividade do SRAA e do
SNS, além de reduzir a formacéo de espécies reativas de oxigénio por diminuir a
expresséo de enzimas oxidantes e aumentar a expressao de enzimas antioxidantes
(DUBEY et al.,, 2001; ROSANO et al., 2009; XUE et al., 2009). Sua deficiéncia
produz alteracdes desses fatores, resultando em disfungdes no balanco de sdodio
renal, estado redox e hipertensdo (HERNANDEZ, RAIJ, 2006; MAJID, KOPKAN,
2007).

O ritmo de progressdo da doenca renal e hipertensdo aumenta com a idade e é
menor em mulheres na pré-menopausa quando comparado com homens na mesma
idade, isso se deve, pelo menos em parte, aos efeitos protetores cardiorrenais dos
estrogenos (BAYLIS, 2005). Consistente com achados em humanos, em ratas
fémeas Dahl S a severidade dos danos estruturais no tecido renal e o declinio da
funcdo renal associados ao envelhecimento sdo marcadamente elevados na
auséncia de hormonios ovarianos e estdo correlacionadas ao ganho de peso. A
glomeruloesclerose e a fibrose tubulointersticial nestas ratas sdo mais pronunciadas
com a ovariectomia, enquanto a reposi¢cdo com estrogeno atenuou estas alteracées
(ESQUEDA et al., 2007; MARIC et al., 2004).

A funcéo renoprotetora dos estrogenos esta relacionada também a acdes diretas no
tecido renal independentes da pressédo arterial que incluem a inibicdo da apoptose
das células mesangiais, aumento na expressao de enzimas metaloproteinases que
aumentam a degradacdo de matriz extracelular e reducdo na sintese de coladgeno
tipo | e IV e laminina induzida pelo fator de crescimento TGF- (DUBEY et al., 2002;
GUCCIONE et al., 2002; ELLIOT et al., 2003). Além disso, os estrégenos melhoram
os niveis lipidicos, aumentam a vasodilatacdo dependente do endotélio e protegem
contra o desenvolvimento de aterosclerose e hipertensdo, resguardando
indiretamente a funcdo e estrutura renal (MARIC et al.,, 2004). Estes achados
demonstram que o0s estrégenos exercem efeitos protetores sobre os sistemas
cardiovascular e renal (GILBERT et al., 2008).

A associacdo entre obesidade e dieta hipersodica esta intimamente relacionada a
distarbios metabdlicos, hipertensdo, doencas cardiovasculares e renais. Os
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mecanismos associados a estas alteragbes ainda ndo estdo completamente
esclarecidos. Além disso, tem sido pouco investigado os efeitos da dieta hiperlipidica
e hipersédica numa condicdo de reducdo dos horménios ovarianos, verificando os
seus efeitos sobre a pressdo arterial e fungdo e estrutura renal. Desta forma, o
presente estudo visa avaliar as alteracbes na pressao arterial, funcdo e estrutura

renal de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica e hipersadica.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente estudo € avaliar os efeitos da adicdo de sal a dieta

hiperlipidica sobre a fungéo e estrutura renal em ratas ovariectomizadas.

3.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar o consumo alimentar, o ganho de peso corporal e peso do tecido
adiposo visceral de ratas ovariectomizadas tratadas com dieta hiperlipidica e

hipersddica.

2. Avaliar a presséo arterial e frequéncia cardiaca destes animais.

3. Determinar os niveis séricos de glicose, colesterol total e triglicerideo, bem

como a tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina.

4. Determinar os niveis plasmaticos e urinarios de creatinina e Na“, proteina
urinaria e fluxo urinario.

5. Avaliar o comprometimento glomerular e tibulo-intersticial do tecido renal.

6. Analisar a infiltracdo de macréfagos/mondécitos no tecido renal.

7. Analisar 0s niveis séricos de TNFa.
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4. HIPOTESE

- A associacao da dieta hiperlipidica e hipersédica por um periodo de 24 semanas
contribui para elevacdo da presséo arterial, alteracdes metabdlicas e da funcado e

estrutura renal em ratas ovariectomizadas.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizadas 24 ratas Wistar de 10 semanas de idade com peso corporal
variando entre 150 a 250 gramas, provenientes do Biotério Setorial do Instituto de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia — ICS/UFBA. Os animais
foram mantidos no biotério do Instituto Multidisciplinar em Saudde - Campus Anisio
Teixeira/IMS/UFBA em ambiente com controle de luz (12 horas luz, das 7 as 19h) e
temperatura (23+3°C) e livre acesso a agua e racdo. O protocolo experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animal Experimental da Universidade

Estadual de Feira de Santana (Protocolo nimero 003/2011).

5.2 Procedimentos Experimentais

Os animais foram alimentados com racdo padronizada controle (Pragsolucdes
Biociéncias, SP) durante uma semana para adaptacdo. Apés o0 periodo de
aclimatacéo, os animais foram submetidos a trés diferentes dietas experimentais, por
um periodo de 24 semanas: 1) Dieta Controle (racdo padronizada AIN 93 M —
Pragsolucdes Biociéncias, SP, (12,39% do total de calorias oriundas de gordura e
0,3% de cloreto de sodio; 2) Dieta Hiperlipidica (51,1% do total de calorias oriundas
de gordura e 0,3% de cloreto de sddio); 3) Dieta hiperlipidica e hipersédica (56,1%
do total de calorias oriundas de gordura e 8% de cloreto de sodio). As ratas foram
ovariectomizadas com 10 semanas de idade. Os animais foram randomicamente
divididos em 3 grupos distintos: DCO — Ratas submetidas a dieta controle e
ovariectomia (n=6); DLO — Ratas submetidas a dieta hiperlipidica e ovariectomia
(n=8); DLSO - Ratas submetidas a dieta hiperlipidica e hipersédica e ovariectomia
(n=10). O peso e a pressao arterial (PA) foram determinados semanalmente, e as
amostras de sangue e urina foram coletadas a cada 3 meses para a analise dos
parametros de funcéo renal e parametros bioquimicos. Ao término das 24 semanas,

os animais foram sacrificados por decapitacdo e o0s rins e o0s tecidos adiposos
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removidos. O rim esquerdo foi fixado para os estudos histoldgicos, morfométricos e
imunoistoquimicos. Os depdsitos de tecido adiposo mesentérico (TAM), parametrial
(TAP) e retroperitoneal (TAR) de cada animal também foram removidos e pesados
individualmente. Por fim, o sangue do tronco foi coletado em eppendorfs e
submetido a centrifugacédo para separagcdo do soro para analise da funcéo renal e

dosagem do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a).

5.3 Dietas

As dietas experimentais foram calculadas com base na recomendacéo para dietas
de roedores de laboratoérios, elaborada pelo American Institute of Nutrition e
reportada por Reeves et al. (1993). As propor¢cbes dos ingredientes das dietas
experimentais, expressas na matéria seca, encontram-se descrita na Tabela 1 a

seqguir.

Tabela 1 — Proporcbes dos ingredientes nas dietas experimentais controle (DC),

hiperlipidica (DL) e dieta hiperlipidica e hipersddica (DLS).

Ingredientes be oL oS
% MS
Amido de milho 37,38 13,88 20,70
Farelo de soja 30,50 30,50 -
Caseina - - 15,60
Sacarose 6,50 6,00 7.5
Sebo bovino 0,0 24,00 26,00
Maltodextrina 10,00 10,00 7,5
Gordura Protegida de soja 7.5 7,50 5
Celulose Microcristalizada 3,17 3,17 5
L-cistina 0,30 0,30 0,3
Cloreto de colina 0,15 0,15 0,15
Cloreto de s6dio* - ; 7,74
Mistura mineral (AIN-93M-MX)? 3,50 3,50 3,50
Mistura Vitaminica (AIN-93-VX)® 1,00 1,00 1,00
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. DC DL DLS
Ingredientes
% MS
Tert-butil-hidroquinona (BHT) 0,001 0,003 0,005
Total 100,00 100,00 100,00

!Cloreto de sédio: 0,3% de cloreto de sddio das dietas estdo contidos na mistura mineral AIN-93G-MX, sendo
que na dieta hiperlipidica e hipersddica foi adicionado 7,74% de cloreto de sédio.

’Mistura mineral AIN-93G-MX: 35,7% de carbonato de calcio; 25% de fosfato monabasico de potassio; 7,4% de
cloreto de sddio, equivalente a 0,3% de cloreto de sédio na composi¢do da dieta; 4,66% de sulfato de potassio;
2,8% de citrato de potassio; 2,4% de 6xido de magnésio; 0,606% de citrato férrico; 0,165% de carbonato de
zinco; 0,063% carbonato de manganés; 0,03% de carbonato de cobre; 0,001% de iodato de potdssio; 0,001% de
selenito de sddio; 0,0008% de paramobdato de amonia; 0,145% de metasilicato de sddio; 0,0275% de sulfato
de potassio e cromo; 0,0082% de acido bdrico; 0,00635% de fluoreto de sddio; 0,00318% de carbonato de
niquel; 0,00174% de cloreto de litio; 0,00066% vanadato de aménio; 20,98% de sacarose em po.

* Mistura vitaminica AIN-93-VX- Composicdo de vitaminas por kg de dieta: 30mg de acido nicotinico; 15mg de
acido pantoténico; 6mg de piridoxina; 5mg de tiamina; 6mg de riboflavina; 2mg de acido félico; 750ug de
vitamina K; 200ug de D-biotina; 25ug de vitamina B-12; 4000Ul de vitamina A; 1000UI de vitamina D3; 75Ul
vitamina E.

A composicdo bromatologica, calculada com base nos valores das andlises
laboratoriais dos alimentos e da proporcdo dos ingredientes, encontra-se descrita na
Tabela 2.

Tabela 2 — Composicdo bromatoldgica das dietas experimentais controle (DC),

hiperlipidica (DL) e dieta hiperlipidica e hipersodica (DLS).

tem Dietas Experimentais
DC DL DLS
Matéria seca (g.kg ™) 82,93 85,25 85,04
Cinzas (g.kg™) 2,78 2,74 8,91
Proteina Bruta (g.kg™) 15,1 15,0 14,2
Extrato etéreo (g.kg™) 6,97 30,85 30,16
Carboidratos totais (g.kg™) 66,76 42,97 36,55

Valores estimados de energia metabolizavel

Energia Metabolizavel (Mcal.kg™) 3,99 5,19 4,75

As contribuicbes das fracdes de proteinas, carboidratos e gorduras no total de

energia metabolizavel das dietas experimentais encontram-se descritas na Tabela 3.
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Tabela 3 — Contribuicdo das fracbes de proteinas, carboidratos e gorduras no total

da energia metabolizavel nas dietas experimentais.

Iltem Dietas experimentais
DC | DL | DLS
Energia Metabolizavel (Mcal/kg™) 3,99 5,19 4,75

% de contribuicdo das fracfes dietéticas na Energia Metabolizavel

Proteina 32,36 24,89 16,51
Carboidratos 54,25 23,24 26,34
Gorduras 12,39 51,1 56,14
Vitaminas 1,00 0,77 0,88

Tabela 4 — Contribuicdo das fracdes de amido de milho, farelo de soja, sacarose e

maltodextrina na composicao dos carboidratos totais nas dietas experimentais.

Dietas experimentais
Iltem
DC DL DLS
Carboidratos totais (g.kg’l) 66,76 42,97 36,55

Contribuicdo das fontes de carboidratos na dieta (g.kg™)

Amido de milho 37,06 13,76 20,52
Farelo de soja 13,42 13,42 -
Caseina - - 1,08
Sacarose 6,49 5,99 7,48
Maltodextrina 9,8 9,8 7,46

5.4 Procedimento ciruargico

Para a realizagcdo da ovariectomia, os animais foram anestesiados com Xilazina®
(2mg/ml) e Ketamina® (50mg/ml), em uma dose de 4mg/Kg e 40mg/Kg,
respectivamente. Foram feitas incisdes bilaterais de aproximadamente 1 cm nos
flancos dos animais, até a cavidade abdominal, para a remogdo dos ovarios. Em

seguida, o musculo e a pele foram suturados. Como medida profilatica contra
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infeccdo poOs-operatdria, os animais receberam a dose de 5mg/Kg de antibidtico
enrofloxacino (Flotril® 2,5%). Com a finalidade de confirmar a ovariectomia, o Utero

dos animais foi pesado e o indice uterino calculado (mg/100g pc).

5.5 Determinagéo da Presséo Arterial e do Peso Corporal

As determinacfes de peso, pressdo arterial sistolica, diastolica e média e frequéncia
cardiaca foram realizadas semanalmente, com as ratas conscientes, em ambiente
livre de ruidos para evitar estresse do animal e interferéncias nos resultados. Para
afericdo da pressao arterial, as ratas foram aquecidas a 35°C por 5 minutos para
determinacao da presséo pelo método de pletismografia de cauda (LE 5001 Electro-
Sphygmomanometer - Panlab, Spain). Para a pesagem dos animais, foi utilizada

balanca digital Acculab®.

5.6 Avaliacdo daingestdo alimentar e calérica

Durante o periodo experimental, os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas
individuais por quatro dias, com livre acesso a agua e a racao. Assim, foi feita a
avaliacdo da ingestdo alimentar (g/dia) por subtracdo da quantidade de racéo
fornecida pela quantidade remanescente ap6s 24 horas, obtendo-se a quantidade
ingerida pelo animal. Para encontrar o valor caldrico ingerido (kcal/dia) em 24 horas,

multiplicou-se a quantidade ingerida em gramas pela densidade energética da dieta.

5.7 Analise do perfil bioquimico

O perfil bioquimico foi analisado por meio de dosagens de colesterol total,

triglicerideos e glicemia de jejum.

5.7.1 Dosagem do colesterol total
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O colesterol total foi determinado utilizando-se kit comercial colorimétrico (Bioclin®).
Este se baseia na reacdo catalisada pela enzima lipoproteina lipase que degrada
ésteres de colesterol em colesterol e acidos graxos. Na sequéncia “colesterol
oxidase” € a enzima atuante que converte colesterol livre em colesterol-3-ona e
peroxido de hidrogénio (H.O,), na presenca de O, o H,O, reage com a 4-
aminoantipirina e o Fenol, reacdo catalisada pela peroxidase que forma um
cromogeno vermelho. A intensidade da cor gerada nesta reacdo é lida em
espectrofotometro (SP-220-Biospectro) no comprimento de onda de 500nm. Os

resultados foram expressos em mg/dL.

5.7.2 Dosagem de triglicerideos

Para determinacdo dos niveis séricos de triglicerideos também foi utilizado o kit
comercial colorimétrico (Bioclin®). A reacdo catalisada pela enzima lipoproteina
lipase degrada triglicerideos em glicerol e acidos graxos livres na presenca de H-O.
Em seguida, o glicerol é convertido em glicerol-3-fosfato e ADP pelas enzimas

2+

“glicerol kinase Mg“"” em presenca de ATP. Posteriormente, a enzima glicerol fosfato
oxidase converte glicerol-3-fosfato em presenca de H,O em fosfato dihidroxiacetona
e peroxido de hidrogénio (H,O,). A reacao catalisada pela peroxidase onde H-0;
reage com a 4-aminoantipirina e p-clorofenol resulta na formacdo do cromogeno
vermelho, cuja intensidade da cor também ¢é lida em espectrofotdmetro (SP-220-
Biospectro) no comprimento de onda de 500nm. Os resultados foram expressos em

mg/dL.

5.7.3 Glicemia sérica

A glicemia sérica também foi determinada de kit comercial colorimétrico (Bioclin®).
Neste método, a glicose é convertida em &cido glicurbnico e peroxido de hidrogénio
(H20,) pela enzima glicose oxidase na presenca de O, e H,O. O H,0O, formado
interage com a 4-aminoantipirina e Fenol, reacdo catalisada pela peroxidase. Ap6s
estas reacgles, é realizada leitura desse parametro bioquimico foi realizada em
espectrofotometro (SP-220-Biospectro) no comprimento de onda de 505nm. Os

resultados foram expressos em mg/dL.
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5.8 Teste de Tolerancia a Glicose

Ao final do periodo experimental foi realizado o teste de tolerancia a glicose com o
objetivo de avaliar a tolerancia a glicose. Apos 12 horas de jejum, foi determinada a
glicemia basal por meio de incisdo na cauda do animal, correspondendo esta
primeira medida ao tempo 0 (zero). Subsequente a obtencdo da glicemia de jejum,
0s animais foram submetidos a injecéo intraperitoneal de glicose a 50% na dose de
1g/kg ou 0,2mL/100g de peso corporal. Com esta sobrecarga de glicose foi feita
glicemia dos animais nos tempos 30, 60 e 90 minutos posteriores a injecédo. Para

dosagem da glicemia, foi utilizado glicosimetro digital (Accu-chek Performa®)

5.9 Dosagem de insulina sérica por radioimunoensaio (RIA)

A dosagem de insulina sérica foi realizada por meio de radioimunoensaio (RIA) Linco
Research® de fase sdélida marcado com iodo 1251, por meio de kits Coat a Count®
(DPC - Diagnostic Products Corporation) no Instituto de Ciéncias Biol6gicas da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

As dosagens de insulina foram realizadas em 100uL de plasma, em tampao TRIS
100 mM, pH 7,0, com BSA (Proteina do Soro Bovino) a 0,25% incubados a 37°C por
40 minutos com insulina marcada com iodo 125| e anticorpos especificos. A
separacdo do hormoénio ligado pelo anticorpo foi conseguida com polietilenoglicol
(P.M. 6000) a 17% e a contagem realizada de imediato em curva padrao preparada

na véspera.

5.10 Homeostatic model assessment of insulin resistance (HOMA-IR)

A resisténcia a insulina foi avaliada por meio do calculo HOMA-IR, utilizando a
concentracdo plasmatica de glicose (mmol/L) e insulina (uUI/mL) obtidas apds
periodo de jejum (MATTHEWS et al., 1985; AKOUM et al., 2011), a férmula utilizada
foi a seguinte:
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HOMA-IR (mmol/L x pUl/mL) = Glicose de jejum (mmol/L) x Insulina de jejum
(uUIl/mL)/22.5.

Considerou-se os valores do HOMA-IR 22,7 como indicativos de resisténcia a
insulina (GELONEZE et al., 2009).

5.11 Anélise da Funcao Renal

A avaliagéo da fungéo renal foi determinada utilizando-se amostras de sangue e de
urina de 24 horas coletadas no tempo 0 (uma semana apos o inicio do fornecimento
das dietas; tempo 1 (3 meses apds o fornecimento); e tempo 2 (6 meses apos o
fornecimento da dieta). Os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas por um
periodo de 72 horas, sendo as primeiras 24 horas destinadas a adaptacdo, nas
quais nao foram coletadas amostras de urina. O fluxo urinario foi entdo determinado
a partir do volume urinario de 24 horas. As amostras de sangue também foram
coletadas por meio de incisdo na ponta da cauda dos animais apdés aquecimento em
caixa térmica. O sangue foi coletado em eppendorfs e, em seguida, centrifugado
para separacdo do soro que foi armazenado para posteriores analises da funcéo

renal.

5.11.1 Quantificacdo de creatinina nas amostras de sangue e de urina

A analise da creatinina sérica e urinaria foi realizada por método colorimétrico
enzimatico utilizando éacido picrico (Labtest®) (HAYGEN, 1953). O método se
fundamenta na reacdo entre a creatinina e outros cromogenos do soro com o acido
picrico ou picrato do kit em meio alcalino formando o picrato de creatinina e 0s
cromogenos-picrato, respectivamente, a reacdo resulta em uma solu¢cdo com
coloragdo amarelada. Apos esta reacao, foi realizada leitura absorbancia da solucéo
por espectofotometria com absor¢do maxima de 510nm. Por conta da interferéncia
dos outros cromdgenos presentes na amostra, o mesmo foi acidificado para
guantificar a creatinina verdadeira contida no soro. A analise da creatinina urinaria

também foi realizada com o principio da reacdo entre o cromégeno da amostra e 0
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acido picrico do kit, porém, ndo houve a etapa de acidificacdo. A taxa de filtracdo

glomerular (TFG) foi determinada pelo Clearance de Creatinina.

5.11.2 Quantificacdo de Na* e K* nas amostras de sangue e de urina

A dosagem de sodio e potassio foi realizada por fotometria de chama (Mod. 910,
Analyser, Sdo Paulo, Brazil), uma técnica analitica baseada em espectroscopia
atbmica. A amostra contendo cétions é aspirada e inserida em uma chama
ocorrendo alguns fenbmenos fisicos e quimicos, como evaporag¢do e vaporizagao,
gue converte a amostra liquida em aerossol, e atomizacdo gerando radiacdo. A
radiacdo emitida quando os elementos liberam a energia recebida pela chama é
proporcional a concentracdo deste elemento na amostra. O comprimento de onda da
radiacdo € caracteristico para cada elemento (OKUMURA, CAVALHEIRO, 2004).
ApoOs as determinacdes das concentracfes plasmaticas e urinarias de sodio e

potassio, foram calculadas as cargas e as fracdes de excrecéo (FE?) destes ions.

5.11.3 Quantificacao da proteina urinaria

A quantificacdo da proteina urinaria foi realizada pelo método colorimétrico,
utilizando o kit comercial Sensiprot (Labtest®, MG, Brasil). A proteina presente na
amostra de urina reage com o vermelho de pirogalol e molibdato de sédio do kit
originando um complexo de cor violacea. Apos a reacgdo, € feita quantificacdo da
intensidade da coloracdo em espectrofotdmetro utilizando um comprimento de onda

de 600 nm, cuja absorbancia proporcional a concentragcéo de proteina da amostra.

1 _ Concentragdo de Creatinina Urinaria x Volume Urinario

Concentragdo de Creatinina Plasmatica

TFG

Concentracdo de Na™ Urinario x Concentracdo de Creatinina Plasmatica 8
Concentracdo de Na™ Plasmatico x Concentracdo de Creatinina Urinaria

’FENa= 100
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5.12 Anélise Histolégica Renal

ApoOs o sacrificio, os animais tiveram seus rins removidos e fixados em solucdo de
methacarn (metanol 60%, cloroférmio 30% e acido acético 10%) durante um periodo
de 24 horas e depois o fixador foi substituido por alcool etilico hidratado 70° INPM. O
tecido renal foi entdo parafinizado, cortado em seccfes de 4 um de espessura e
corado com Tricromio de Masson que marca de azul as areas de fibrose para
estimar o grau de fibrose (YHEE et al.,, 2008) e avaliar o comprometimento

glomerular e tubulo-intersticial do cortex renal dos animais.

5.12.1 Lesdes Tubulo-intersticiais

Para avaliar as lesdes tubulo-intersticiais (LTI) foi realizada a leitura de 30 campos
do cértex renal, por meio de microscopia de luz no aumento de 40x, baseando-se na
presenca de fibrose tubulo-intersticial, infiltrado inflamatério, dilatacdo ou atrofia
tubular. Estas alteragdes foram quantificadas seguindo o escore padronizado por
Shih et al. (1988): escore 0: nenhuma lesdo; escore 0,5: pequenas areas de lesbes
discretas e focais; escore 1: lesdo atingindo uma area < 10% do cértex; escore 2:
leséo atingindo uma area de 10-25%; escore 3: lesdo atingindo uma area de 25-75%

e escore 4: lesdo extensa e difusa atingindo uma area > que 75% do cortex.

5.13 Anélise Morfométrica Glomerular

A analise morfométrica dos glomérulos foi feita pela medida da area do tufo de 30
glomérulos da regido cortical e 15 da regidao corticomedular do corte renal de cada
animal dos diferentes grupos experimentais. As imagens obtidas pela microscopia
de luz, com aumento de 40x, foram captadas por meio de video-camera conectada a
um analisador de imagens (Kontron Electronic KS-300, Eching, Germany). A area do
tufo glomerular foi delimitada manualmente e determinada por morfometria

computadorizada.
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5.14 Anélise Imunoistoquimica para macréfagos/monadcitos

Além dos estudos histolégicos, o tecido renal foi submetido a analise
imunoistoquimica. As secc¢des de 4 um de tecido renal foram desparafinizadas e
incubadas com o anticorpo anti-ED-1 (macréfagos/mondcitos - 1/1000), monoclonal
(AbD serotec®), durante 60 minutos em temperatura ambiente (SOARES et al.,
2007; DOMINGUEZ et al., 2007). O produto da reacao foi detectado pelo complexo
avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame®, CA, USA) e a cor
desenvolvida com 3,3-diaminobenzidina (DAB) (Easypath®). A contracoloracdo foi
feita com Metil green.

Para andlise quantitativa da infiltracdo de macrofagos/mondcitos, as células ED-1
positivas foram contabilizadas em 30 campos (0,245 mm?) do compartimento tdbulo
intersticial (CTI) do cértex renal, com aumento de 40x. Apdés a quantificacdo foi
calculada o niumero médio de células ED-1 positivas de cada animal. Foi realizado
um controle negativo para a reacdo de imunoistoquimica, o qual foi submetido as

mesmas condicdes da reacdo correspondente, omitindo-se o anticorpo primario.

5.15 Dosagem do TNFa sérico/ ENZIMAIMUNOENSAIO - ELISA

A quantificagdo de TNF-a nas amostras de soro foi realizada pelo método
imunoenzimético (ELISA) tipo sanduiche na Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto - Universidade de Sao Paulo, no departamento de farmacologia. Os anticorpos
policlonais anti TNF-a foram colocados numa placa de 96 canais e deixados durante
a noite, em seguida, as placas foram lavadas e bloqueadas com solucdo de
albumina bovina 1%. As amostras experimentais foram colocadas na placa e
deixadas durante a noite. ApGs a lavagem da placa, a quantidade de citocina fixada
foi detectada usando-se um anticorpo secundario conjugado a peroxidase e um
substrato cromogénico. A intensidade da cor gerada nesta reacédo é proporcional a

concentracdo de TNF-a da amostra.
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5.16 Anélise Estatistica

Para a andlise dos dados de fluxo urinario foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, ndo
paramétrico, com comparacfes multiplas pelo teste de Dunn. Para a analise
estatistica dos dados de proteinuria, cada dado individual foi transformado para
escala de logaritmo em base 10 (Proteinuria pg/24h — log 10). Esses dados de
proteinaria, bem como os demais dados experimentais foram submetidos a analise
de variancia com comparacdes multiplas realizadas pelo teste de Newman-Keuls. O

nivel de significancia adotado foi de p< 0,05 como probabilidade minima aceita.
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6. RESULTADOS

6.1 Indice uterino

O indice uterino foi o parametro utilizado para avaliar a eficacia da ovariectomia. O
estrogeno € responsavel por estimular o crescimento das células estromais e das
glandulas do endométrio. Dessa forma, a deficiéncia desse hormdnio no organismo
promove uma gradativa involucdo do endométrio e, consequentemente, reducao do
volume e peso do Utero em comparacédo as ratas controle, cujo o indice uterino é em
torno de 180mg/100g de peso corporal. Todas as ratas do presente estudo
apresentaram reducao no peso uterino, indicando atrofia uterina devido a reducéo

nos niveis circulantes de horménios ovarianos (Tabela 5).

Tabela 5. indice uterino dos grupos DCO, DLO e DLSO, ap6s 24 semanas de dieta.

DCO DLO DLSO

indice Uterino

(mg/100g pc) 30,4+7,31 30,0+2,59 33,8+5,05

Dados séo expressos como médiatEPM.

6.2 Ganho do peso corporal e peso do tecido adiposo visceral

N&o houve diferenca significativa do peso corporal entre 0os grupos experimentais,
apos 24 semanas do fornecimento das dietas. Contudo, a analise do ganho de peso
corporal ao longo das 24 semanas de dieta demonstrou maior ganho de peso nas
ratas ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica (DLO), (p<0,05). As ratas
ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica e hipersddica (DLSO)
apresentaram menor ganho de peso quando comparado aos grupos DCO e DLO
(p<0,001) (Figura 1). JA a soma dos depdsitos do tecido adiposo visceral
(mesentérico, parametrial e retroperitoneal) foi maior nos grupos DLO e DLSO

guando comparados ao grupo controle (p<0,05), conforme ilustrado na Figura 2. Os
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pesos dos tecidos adiposos mesentérico, parametrial e retroperitoneal, assim como
a média do tecido adiposo visceral total e do peso corporal sdo apresentados na
Tabela 6.
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Figura 1. Ganho de peso corporal de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta controle (DCO),
ratas ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica (DLO) e de ratas ovariectomizadas
submetidas a dieta hiperlipidica e hipersédica (DLSO), 24 semanas apés o tratamento dietético.
Dados séo expressos como médiatEPM. *p<0,05 versus DCO; ***p<0,001 versus DCO e DLO.

15.01
12.54

10.04 * *

7.54

Tecido adiposo visceral (g/1009)

DCO DLO DLSO

Figura 2. Peso do tecido adiposo visceral de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta controle
(DCO), ratas ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica (DLO) e de ratas ovariectomizadas
submetidas a dieta hiperlipidica e hipersddica (DLSO), 24 semanas ap0s o tratamento dietético.
Dados séo expressos como médiatEPM. * p<0,05 versus DCO.
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6.3 Ingestéo alimentar e calorica

N&o houve alteracdes significativas da ingestdo alimentar (g) entre 0s grupos
experimentais. Apesar disso, a ingestdo calorica diaria foi maior nos animais do
grupo DLO quando comparado aos animais do grupo DCO (p<0,001). O grupo
DLSO néao apresentou aumento significativo da ingestéao calorica quando comparado
ao grupo controle, apesar da alta densidade energética dessa dieta (Figura 3). A

ingestdo alimentar e calérica média dos grupos sdo apresentadas na Tabela 5.
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Figura 3. Ingestdo Caldrica de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta controle (DCO), ratas
ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica (DLO) e de ratas ovariectomizadas submetidas a
dieta hiperlipidica e hipersédica (DLSO), 24 semanas apés o tratamento dietético. Dados s&o
expressos como médiatEPM. ***p<0,001 versus DCO.
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Tabela 6. Peso corporal (g), pesos dos tecidos adiposos (mg/pc) e ingestédo
alimentar (g/dia) e caldrica (Kcal/dia) dos grupos DCO, DLO e DLSO, apoés 24
semanas de dieta.

Tecidos DCO DLO DLSO
Peso Corporal 416,3+5,22 442,4+11,38 433,9+15,95
TAM 0,91+0,14 1,45+0,08* 1,19+0,15
TAP 2,09+0,32 3,16+0,34* 3.49+0,22*
TAR 1,32+0,25 3,05+0,39* 3.10+0,6*
Gordura Visceral Total 4,32+0,63 7,66+0,64* 7,78+0,74*
Ingestdo alimentar (g/dia) 14,97+0,31 14,9+0,37 14,06+0,42
Ingestao caldrica (kcal/dia) 59,73+1,23 77,33+1,96*** 66,8+1,94

TAM=Tecido adiposo mesentérico; TAP=Tecido adiposo parametrial; TAR=Tecido adiposo

retroperitoneal; mg/pc=Miligramas por peso corporal. Dados sdo expressos como médiatEPM.
*p<0,05 versus DCO, ***P<0,001 versus DCO.

6.4 Pressdao arterial e frequéncia cardiaca

Apés 24 semanas de dieta foi observado aumento significativo da pressao arterial
sistélica no grupo DLO quando comparado ao grupo controle (p<0,001). A adicao de
sal a dieta hiperlipidica, no grupo DLSO, resultou em maior elevagcdo da pressao
arterial sistélica em relagdo ao grupo DCO (p<0,001) e ao grupo DLO (p<0,001),
como pode ser observado na Figura 4. N&do houve alteragdes significativas na
pressao arterial diastolica e média e na frequéncia cardiaca entre os grupos (Tabela
7)
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Figura 4. Pressao arterial sistolica (PAS) de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta controle
(DCO), ratas ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica (DLO) e de ratas ovariectomizadas
submetidas a dieta hiperlipidica e hipersédica (DLSO), 24 semanas apds o tratamento dietético.
Dados séo expressos como médiatEPM. ***p<0,001 versus DCO; ###p<0,001 versus DCO e DLO.

Tabela 7. Pressédo arterial sistélica, presséo diastélica e pressdo média (mmHg) e
frequéncia cardiaca (bpm) dos grupos DCO, DLO e DLSO, apés 24 semanas de

dieta.
Parédmetros Analisados DCO DLO DLSO
Pressao arterial sistélica 109,1+3,12 120,6 + 2,25%** 135,7+1,61"
Presséo arterial diast6lica 92,60+4,32 96,21+2,90 100+4,96
Presséao arterial média 97,70+3,82 105,04£2,35 111,7+3,57
Frequéncia cardiaca 400,9+10,00 411,3+6,46 396+7,90

Dados s&0 expressos como média+EPM. ***p<0,001 versus DCO; “p<0,001 versus DCO e DLO.

6.5 Parametros bioquimicos

N&o houve diferenca nas concentracdes seéricas de glicose, colesterol e triglicérides

entre 0s grupos experimentais (Tabela 8).
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Tabela 8. Pardmetros bioquimicos dos grupos experimentais DCO, DLO e DLSO,

apos 24 semanas de dieta.

Parametros Bioquimicos DCO DLO DLSO
(mg/dL)
Glicose 99,7+4,8 86,4+1,9 99,8+4,7
Colesterol 128,2+6,3 123,2+15,9 111,6+5,4
Triglicérides 104,3+15,5 129,4+10,9 92,5+7,9

Dados séo expressos como médiatEPM.

6.6 Teste de tolerancia a glicose

N&o foram encontradas alteragcbes na glicemia de jejum dos diferentes grupos
experimentais. Porém, apdés 30 minutos da sobrecarga de glicose, os grupos DLO e
DLSO apresentaram glicemia elevada quando comparados ao grupo DCO. Nos
tempos 60’ e 90’ seguintes a administracéo intraperitoneal de glicose apenas o
grupo DLO permaneceu com a glicemia plasmética elevada em relacao aos demais
grupos e nao retornou aos niveis glicémicos basais de jejum. No célculo da area sob
a curva de tolerancia a glicose foi observado que os grupos DLO e DLSO
apresentaram maiores areas sob a curva que o grupo DCO. Os valores da curva da
glicemia obtidos no decorrer do teste de tolerancia a glicose e os valores resultantes

do célculo da area sobre a curva glicémica estdo expostos na Figura 5A e 5B.



57

400+ - DCO
DLO

Glicemia (mg/dL)

0 L] L] L]
0 30 60 ¢]0]
Minutos
B
20000+ . .
¢ 15000
5
(&)
(4]
2 10000-
o
7))
(4]
(]
5 50004
0- .
DCO DLO DLSO

Figura 5. Medidas da glicemia sérica nos tempos 0’, 30, 60’ e 90’ ap6s administracéo intraperitoneal
de glicose (A); e area sob a curva de glicose (B) de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta
controle (DCO), ratas ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica (DLO) e de ratas
ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica e hipersédica (DLSO), 24 semanas apés o0
tratamento dietético. Dados s&o expressos como média+EPM. *p<0,05 versus DCO; *p<0,05 versus
DCO e DLSO.

6.7 Insulina sérica/ HOMA-IR

Os niveis séricos de insulina apresentaram aumento significativo no grupo DLO em
relacdo aos demais grupos experimentais (Figura 6). O indice HOMA-IR que avalia a
resisténcia a insulina foi maior que o valor de cut-off que € 2,7 no grupo DLO

consistente com resisténcia a insulina (Tabela 9).
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Figura 6. Concentracdo sérica de insulina de jejum em ratas ovariectomizadas submetidas a dieta
controle (DCO), ratas ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica (DLO) e de ratas
ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica e hipersddica (DLSO), 24 semanas ap0s o
tratamento dietético. Dados sdo expressos como médiatEPM. ***p<0,05 versus DCO e DLSO.

Tabela 9. indice de resisténcia a insulina (HOMA-IR) dos grupos experimentais
DCO, DLO e DLSO, ap6s 24 semanas de dieta.

DCO DLO DLSO

HOMA-IR 2,03+0,17 6,78+1,8 1,92+0,53

Dados séo expressos como médiatEPM.

6.8 Parametros de funcao renal

Em relagdo aos parametros de funcdo renal, os nossos resultados demonstraram
que o fluxo urinério e a fracdo de excrecdo de sddio (FENa®) foram maiores no
grupo DLSO quando comparado aos grupos DCO e DLO (p<0,001) (Figuras 7 e 8).
O grupo DLO apresentou reducédo da FENa' quando comparado ao grupo DCO
(p<0,05) (Figura 8). Foi observada também maior excre¢do urindria de proteinas nos
animais dos grupos DLO (p<0,05) e DLSO (p<0,001) quando comparado aos

animais do grupo DCO (Figura 9). Nao houve alteracdo significativa dos niveis
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séricos de creatinina e da taxa de filtracdo glomerular entre os grupos experimentais
(Tabela 10).

Tabela 10. Parametros de funcdo renal dos grupos experimentais DCO, DLO e

DLSO, apoés 24 semanas de dieta.

Pardmetros Analisados DCO DLO DLSO
Creatinina Plasma 0,74+0,04 0,60+0,10 0,53+0,05
TFG 0,35+0,08 0,39+0,06 0,30+0,05
FENa" 0,42+0,05 0,18+0,02* 6,26+1,29"
FEK" 42,46+14,6 39,4848,38 22,7+4,97
Fluxo Urinario 5,7(2,5; 6,9) 6,0(4,5; 6,9) 22,2(13,9;30,2)#
Proteindria 3,5940,10 4,06+0,15* 4,38+0,11***

Creatinina plasmatica (mg/dL); TFG = taxa de filtragdo glomerular (ml/min/100g); FENa'= frac&o de
excrecdo de sodio (%); FEK = fracdo de excrecdo de potassio (%); Fluxo urinario (ul/min); Proteiniria
(ng/24h — log 10). Dados séo expressos como média+tEPM, com excegdo dos dados de fluxo urinério
que sdo expressos como mediana e percentil 25 e 75. *p<0,05 versus DCO; ***p<0,001 versus DCO;
#p<0,001 versus DCO e DLO.
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Figura 7. Evolucéo do fluxo urinario de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta controle (DCO),
ratas ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica (DLO) e de ratas ovariectomizadas
submetidas a dieta hiperlipidica e hipersddica (DLSO), durante as 24 semanas de tratamento
dietético. Dados sao expressos como médiatEPM. ***p<0,001 versus DCO e DLO.
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Figura 8. Evolucdo da fracdo de excrecdo de sodio de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta
controle (DCO), ratas ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica (DLO) e de ratas
ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica e hipersédica (DLSO), durante as 24 semanas de
tratamento dietético. Dados sé@o expressos como médiatEPM. *p<0,05 versus DCO; ***p<0,001
versus DCO e DLO.
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Figura 9. Excrecdo urinaria de proteinas de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta controle
(DCO), ratas ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica (DLO) e de ratas ovariectomizadas
submetidas a dieta hiperlipidica e hipersddica (DLSO), apés 24 semanas de tratamento dietético.
Dados séo expressos como médiatEPM. *p<0,05 versus DCO, ***p<0,001 versus DCO.
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6.9 Analise Histologica e Morfométrica do Rim

Na andlise histologica do rim foram observadas éareas discretas de lesdes,
caracterizadas por infiltracdo de células inflamatorias, atrofia ou dilatagédo tubular e
fibrose tdbulo-intersticial, com distribuicdo focal no compartimento tabulo-intersticial
0 cortex renal das ratas DLO quando comparadas as ratas do grupo DCO e DLSO.
O grupo DLSO apresentou areas focais de infiltrado inflamatadrio e fibrose intersticial,
porém a quantificacdo ndo demonstrou diferenca significativa em relacdo ao grupo
controle (Tabela 11, Figuras 10 e 11). Os estudos morfométricos evidenciaram maior
area do tufo glomerular nos glomeérulos corticais das ratas do grupo DLO comparado
ao grupo DCO (p<0,05). As ratas do grupo DLSO ndo apresentaram alteracao
significativa na area do tufo glomerular quando comparado ao grupo DCO (Tabela
11, Figura 12). Ja a analise morfométrica dos glomérulos justamedulares n&o
verificou diferencas estatisticas entre 0s grupos experimentais (Tabela 11, Figura
13).
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Figura 10. Cortes histologicos de rins corados com Tricdmio de Masson no cortex renal de ratas
ovariectomizadas submetidas a dieta controle (DCO) (A), de ratas ovariectomizadas submetidas a
dieta hiperlipidica (DLO) (B) e de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica e
hipersddica (DLSO) (C), 24 semanas apo0s o tratamento dietético. Notar em B, a presenca de
infiltrado de células intersticiais (setas vermelhas), fibrose intersticial (setas pretas) e atrofia tubular
(setas amarelas). Aumento de 20x.
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Figura 11. Escore para lesdo tabulo-intersticial no cértex renal de ratas ovariectomizadas submetidas
a dieta controle (DCO), de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica (DLO) e de ratas

ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica e hipersddica (DLSO), 24 semanas ap0s o
tratamento dietético. Dados sao expressos como médiatEPM. *** p<0,001 versus DCO e DLSO.
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Figura 12. Area do tufo glomerular de glomérulos corticais de ratas ovariectomizadas submetidas a
dieta controle (DCO), de ratas ovariectomizadas submetida a dieta hiperlipidica (DLO) e de ratas
ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica e hipersédica (DLSO), 24 semanas apés o0
tratamento dietético. Dados séo expressos como médiatEPM. *p>0,05 versus DCO.
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Figura 13. Area do tufo glomerular de glomérulos justamedulares de ratas ovariectomizadas
submetidas a dieta controle (DCO), de ratas ovariectomizadas submetida a dieta hiperlipidica (DLO) e
de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica e hipersédica (DLSO), 24 semanas ap0s o
tratamento dietético. Dados sdo expressos como médiatEPM.

6.10 Imunomarcacéao renal para macrofagos/monaocitos

Os estudos imunoistoquimicos evidenciaram aumento significativo da marcagéo de
células ED-1 positivas (macrofagos/mondcitos) com padréo de distribuicdo focal na
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area intersticial do cértex renal do grupo DLO e DLSO em relagcdo ao grupo controle

(Figuras 14 e 15, Tabela 12).

L
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Figura 14. Imunolocalizagdo de células ED-1 positivas (macrofdgos/mondcitos) no CTIl no cortex
renal de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta controle (DCO) (A), ratas ovariectomizadas
submetidas a dieta hiperlipidica (DLO) (B) e de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta
hiperlipidica e hipersédica (DLSO) (C), 24 semanas apoés o tratamento dietético (40x).
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Figura 15. Quantificacdo do numero de células ED-1-positivas no CTIl no cértex renal de ratas
ovariectomizadas submetidas a dieta controle (DCO), ratas ovariectomizadas submetidas a dieta
hiperlipidica (DLO) e de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica e hipersédica
(DLSO), 24 semanas ap6s o tratamento dietético. Dados séo expressos como médiatEPM. *p<0,05,

*** n<0,001 versus DCO.
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Tabela 11. Analise histolégica, morfométrica e imunoistoquimica de ratas DCO,
DLO e DLSO, ap0s 24 semanas de dieta

Parametros analisados DCO DLO DLSO

Les&do Tubulo-intersticial 0,11+0,05 0,50+0,05**+" 0,16x0,02
Area glomerular, um®dos GC 5744+232,4 6835+208,6* 6539+£310,9

Area glomerular, um*dos GCM 6998+366,5 8124+213,0 8149+388,4

ED-1 (nimero de células/campo) 5,26+0,60 21,4+3,16%** 16,1+1,56*

GC= glomérulos corticais; GCM= glomérulos corticomedulares. Dados sdo expressos como
média+EPM. *p<0,05 versus DCO; ***p<0,001 versus DCO; “p<0,001 versus DLSO.

6.11 Dosagem de TNFa sérico

A dosagem de TNFa evidenciou aumento dos niveis séricos desta citocina pro-
inflamatéria nos animais do grupo DLSO quando comparado aos animais do grupo
DCO (p<0,05) (Figura 16).
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Figura 16. Dosagem de TNFa sérico de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta controle (DCO) e
de ratas ovariectomizadas submetidas a dieta hiperlipidica e hipersédica (DLSO), 24 semanas apés o
tratamento dietético. Dados séo expressos como médiatEPM. *p<0,05 versus DCO.
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7. DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que ratas ovariectomizadas
submetidas a dieta hiperlipidica, durante o periodo de vinte e quatro semanas,
apresentaram elevagdo do ganho de peso corporal, do peso do tecido adiposo
visceral e da pressédo arterial sistolica, além de promover alteracées da funcéo e
estrutura renal. Essas alteracbes foram caracterizadas por reducdo da fracdo de
excrecdo de sodio, aumento da proteinuria, aumento da area do tufo glomerular e a
presenca de lesdes discretas e focais no cortex renal. Os estudos imunoistoquimicos
evidenciaram aumento do numero de macrofagos no cortex renal desses animais. A
dieta hiperlipidica provocou ainda reducdo da tolerancia a glicose, porém, nao
alterou as concentra¢cfes plasmaticas de colesterol e triglicérides. A adicdo de sal a
dieta hiperlipidica promoveu aumento do peso do tecido adiposo visceral, e aumento
mais pronunciado da pressao arterial sistélica e da proteindria. A imunomarcacao
para macrofagos revelou também aumento do nimero destas células no intersticio
do cértex renal. O perfil bioquimico foi semelhante ao observado nos animais
submetidos somente a dieta hiperlipidica.

A associacao da dieta hiperlipidica e ovariectomia resultou em maior ganho de peso
e também em maior acumulo de tecido adiposo visceral quando comparado ao
grupo de ratas ovariectomizadas tratadas com dieta controle. Contudo, as ratas
submetidas a dieta hiperlipidica associada com sobrecarga de sal apresentaram
menor do ganho de peso, embora tenham apresentado aumento do tecido adiposo
visceral. Apesar de n&o terem sido encontradas alteragbes na ingestdo alimentar
entre os diferentes grupos, a ingestao calorica foi maior nos animais do grupo DLO
em relacdo ao grupo controle. Esta diferenca esta relacionada ao maior valor
energético da dieta consumida pelo grupo DLO. Embora os animais do grupo DLSO
também tenham consumido dieta hipercaldrica, a ingestao caldrica neste grupo néo

apresentou aumento significativo.

Os estudos em humanos ou em animais experimentais demonstram que a
deficiéncia de estrogenos esta associada a alteragbes no metabolismo energético

com acumulo de tecido adiposo e risco aumentado para o desenvolvimento da
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sindrome metabdlica (CLEGG et al, 2006). Camundongos fémeas
ovariectomizadas, alimentadas com dieta hiperlipidica e submetidas a reposicéo
com estrogenos por 13 semanas, apresentaram reducdo significativa do peso
corporal e da massa adiposa e, ainda, melhora no perfil lipidico quando comparadas
com o grupo submetido a dieta hiperlipidica sem reposicdo hormonal (JEONG,
YOON, 2007).

Os estrogenos podem também controlar a ingestdo alimentar por meio de suas
acOes centrais no hipotalamo mediadas pelos receptores de estrégeno alfa (ERa) e
receptores de estrégeno beta (ERB) (LIANG et al., 2002; ROESCH, 2006; BUTERA,
2010). Em um estudo realizado com ratas Wistar ovariectomizadas tratadas com
estrogenos, foi observado reducdo da ingestdo alimentar por meio da reducdo na
expressdo de peptideos orexinogénicos e aumento na expressdo de mediadores
anorexinogénicos como receptores de leptina, sugerindo que a hipofagia induzida
pelos estrégenos é mediada por modulacdo de neuropeptideos hipotalamicos no
centro regulador da ingestdo e aumento sensibilidade a leptina (BROWN, CLEGG,
2010). A auséncia de diferenca na ingestéo alimentar entre 0os grupos no presente
estudo pode estar relacionada ao fato de que todas as ratas sao ovariectomizadas e,

portanto, experimentam baixos niveis de estroégeno.

Os receptores estrogénicos, ERa e ER[, estdo presentes também no tecido adiposo
sugerindo que este hormdénio possui uma via direta para alterar o metabolismo
lipidico nos adipdcitos (YEPURU et al., 2010). Quando os niveis de estrégenos
estdo elevados, acima dos niveis fisioldgicos, observa-se alteracdo nos processos
metabdlicos do tecido adiposo caracterizada por reduzido ritmo lipogénico e menor
deposicédo de gordura (HEINE et al. 2000). Em contrapartida, camundongos com
deficiéncia do receptor de estrégeno alfa (ER-a) apresentam aumento da massa
adiposa sem diferencas paralelas na ingestdo, sugerindo que a agdo estrogénica

envolva mecanismos biolégicos no tecido adiposo (FAULDS et al., 2012).

Os estrégenos sdo capazes de reduzir ainda a expressdo e a atividade da
lipoproteina lipase (LPL), diminuindo a deposi¢cdo de acidos graxos circulantes nos
adipécitos e, assim, restringindo o acumulo de gordura nestas células (HOMMA et
al., 2000). Estudos com roedores e com humanos sustentam estes achados

demonstrando que a ovariectomia e a menopausa sao acompanhadas por aumento
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da lipogénese e do tecido adiposo associado a niveis elevados de LPL, alteracdes
que sdo revertidas com a reposicdo do estrégeno (IVENUS, BRUNZELL, 1988;
PEINADO-ONSURBE et al., 1993).

A adicao de sal a dieta hiperlipidica ndo promoveu alteragcdo do ganho de peso em
ratas ovariectomizadas. Semelhante ao nosso estudo, a dieta com elevado teor de
soédio (8% NacCl), em ratos machos sensiveis ao sal, ndo promoveu diferencas no
peso corporal e no consumo alimentar em relacéo a dieta normossaédica (0,3% NacCl)
(OGIHARA et al., 2001). Estudo realizado com ratos machos Wistar submetidos a
dieta hipersddica, durante 6 semanas, demonstrou que a sobrecarga de sal resultou
em aumento nos depdsitos de tecido adiposo branco subcutaneo e visceral quando
comparados a animais com dieta normossodica. Contudo, ndo houve diferencas
significativas no peso corporal entre 0s grupos, 0S autores sugerem que essa
similaridade no peso corporal dos animais com ou sem sobrecarga de sal pode estar
relacionada a reducédo da massa magra em animais submetidos a dieta hipersddica.
O aumento na adiposidade induzida pela dieta hipersddica parece estar relacionado
com a elevada capacidade lipogénica do tecido adiposo branco (FONSECA-ALANIZ
et al., 2007; FONSECA-ALANIZ et al., 2008).

A dieta hiperlipidica ou dieta hiperlipidica com sobrecarga de sal em ratas
ovariectomizadas promoveu também elevacdo da pressao arterial sistélica que pode
estar associada ao maior acumulo de tecido adiposo visceral e aos efeitos do sal
sobre a natriurese pressoérica numa condi¢do de niveis reduzidos de estrégenos. A
relacdo entre reducdo dos niveis plasmaticos de estrogenos e a elevacdo da
pressdo arterial tem recebido maior atencdo nos ultimos anos, devido as acfes
cardioprotetoras desempenhadas por este hormoénio que previnem a elevagcao da
presséo arterial (DUBEY et al., 2002a). ROBERTS et al. (2001) demonstraram que
machos intactos e ratas ovariectomizadas submetidos a dieta hiperlipidica e
hipersacaridica por 7 meses apresentaram hipertensdo de maneira mais rapida
quando comparado as fémeas intactas tratadas com essa mesma dieta por 24
meses, apresentando aumento da pressao arterial mais tardiamente. O tratamento
das ratas ovariectomizadas com estradiol normalizou a pressao arterial. Por outro
lado, as ratas ovariectomizadas submetidas a dieta hipolipidica associada a
carboidratos complexos ndo apresentaram elevacdo da pressao arterial, achado
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semelhante ao encontrado em nosso estudo referente as ratas ovariectomizadas
com dieta controle. Isto sugere que, na auséncia dos estrégenos, dieta normolipidica
ou hipolipidica mantém a pressao arterial em niveis normais. Assim, a hipertensao
induzida pela dieta hiperlipidica sofre influéncia dos horménios ovarianos, exercendo

funcao protetora sobre a fungao cardiovascular.

A obesidade associada a sindrome metabdlica é acompanhada por aumento da
atividade do sistema nervoso simpatico. Estudos recentes indicam que 0 excesso de
ganho de peso, principalmente relacionado a adiposidade visceral, promove
aumento seletivo da atividade do sistema nervoso simpatico (SNS) que constitui um
dos mecanismos envolvidos na elevacédo da pressao arterial (ESLER et al., 2006;
SILVA et al.,, 2009). Os fatores que parecem ser responsaveis pelo aumento da
atividade simpatica na obesidade incluem alteracdo na sensibilidade dos
barorreceptores, aumento nos niveis circulantes de acidos graxos livres, All, leptina
e insulina (SILVA et al., 2009; MORGAN, RAHMOUNI, 2010; HALL et al., 2010). A
associacdo entre dieta hipersédica e hipertensdo € amplamente conhecida. Alguns
estudos epidemiol6gicos demonstram correlacdo positiva entre a carga de sodio na
dieta e a elevacdo da pressédo arterial (HE, MACGREGOR, 2003; FRANCO,
OPARIL, 2006a). Modelos experimentais evidenciam que dieta hipersodica €
acompanhada por aumento da pressao arterial associado a maior risco de doencas
cardiovasculares (MOHAN, CAMPBELL, 2009; KATORI, MAJIMA, 2006) e a
restricdo de sddio é eficaz em reduzir a presséao arterial (KARPPANEN, MERVAALA,
2006). Aproximadamente metade da populacdo com hipertensdo essencial é
sensivel ao sal (CHAMARTHI et al.,, 2010). Os mecanismos de hipertenséo
relacionados ao sal incluem a disfungéo endotelial, alteragéo na atividade SRAA e
hiperatividade simpatica por alterar a sensibilidade do barorreflexo (HINOJOSA-
LABORDE et al, 2004; LIANG, LEENEN, 2007; LI et al., 2009; BUGENHAGEN et al.,
2010).

A hiperleptinemia € outro possivel fator que associa a obesidade a hipertensédo. O
acumulo de tecido adiposo resulta em maior secrecao de leptina e resisténcia as
suas acdes metabdlicas (RASOULI, KERN, 2008). Entretanto, o estimulo que a
leptina exerce sobre a atividade simpatica permanece inalterado e este é o principal
mecanismo pelo qual a leptina contribui para a elevagcdo da pressédo arterial
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(RAHMOUNI et al.,, 2005; KOTSIS et al, 2010). A hiperleptinemia associada a
obesidade contribui também para disfuncdo endotelial por alterar a expressao da
oxido nitrico sintase endotelial (eNOS) e provocar deplecdo de oxido nitrico (NO),

potencializando seu efeito pressorico via SNS (KORDA et al., 2008).

Estudos tém demonstrado que a sensibilidade a insulina apresenta-se reduzida na
obesidade, resultando em resisténcia a insulina e hiperinsulinemia que parece
contribuir para a elevacdo da pressao arterial por meio da ativacdo do SNS
(WILCOX, 2005; KOTSIS et al., 2010) e de sua acdo sobre a retencdo de sodio e
agua com elevacdo do volume extracelular. Apesar do quadro de resisténcia a
insulina, os rins permanecem sensiveis a insulina e a mesma promove, através de
acao direta, aumento na reabsorcdo tubular de so6dio e consequente hipertenséo
(D’ELIA et al., 2009). No presente estudo, as ratas do grupo DLO apresentaram
niveis elevados de insulina sérica, acompanhado por elevado indice HOMA-IR que
caracteriza reducdo da sensibilidade a insulina. Essas alteragcbes podem estar
contribuindo parcialmente para o aumento da reabsorcdo de sodio e elevacdo da
pressdo arterial observada nesses animais. O grupo DLSO nado apresentou
alteracdo nos niveis séricos de insulina ou no indice HOMA-IR, apesar do aumento
de presséao arterial, que pode estar associado, em parte, aos efeitos da sobrecarga

de sal.

O perfil bioguimico destes animais também foi avaliado e ndo foram observadas
diferengas significativas nos niveis plasmaticos de colesterol total, triglicérides e
glicose entre os grupos experimentais. Contudo, no teste de tolerancia a glicose,
constatou-se reducdo da tolerancia a glicose nos grupos DLO e DLSO em relagéo
ao grupo controle. A dieta hiperlipidica no grupo DLO acompanhada por aumento no
ganho de peso e maior acumulo de tecido adiposo visceral podem estar associados
a diminuicdo na sensibilidade a insulina, ja que o tecido adiposo visceral secreta
varias adipocinas envolvidas na resisténcia a insulina como resistina, TNFa, IL-6 e
MCP-1 (WARNE, 2003; KANDA et al., 2006; KAMEI, 2006). Assim, a obesidade é
frequentemente associada a um quadro de intolerancia a glicose acompanhada por
hiperinsulinemia e sensibilidade reduzida as a¢des metabdlicas da insulina, condi¢éo
definida como resisténcia a insulina (KOTSIS et al.,, 2010). Akoum et al., (2011)

demonstraram que camundongos submetidos a dieta hiperlipidica por 20 semanas
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apresentaram correlagdo positiva entre elevado indice HOMA-IR e acumulo de
tecido adiposo visceral, apresentando ainda elevados niveis circulantes de resistina.
No nosso modelo foi demonstrado que dieta hiperlipidica associada a reducéo dos
horménios ovarianos causou aumento do tecido adiposo visceral com

hiperinsulinemia relacionada.

Além dos efeitos deletérios relacionados a obesidade induzida pela dieta, estudos
demonstram que a ovariectomia aumenta a sensibilidade da presséao arterial ao sal,
contribuindo para o desenvolvimento de hipertensédo neste periodo (WEINBERGER,
2006; HINOJOSA-LABORDE et al., 2004). No modelo sensivel ao sal, ratas Dahl S
intactas submetidas a dieta hipossodica desenvolveram hipertensdo associada ao
envelhecimento. Por outro lado, nas ratas Dahl S ovariectomizadas, a elevagédo da
pressdo arterial ocorreu mais precocemente, sugerindo que a redugcdo dos
estrogenos potencializa e acelera os efeitos do envelhecimento sobre a presséo
arterial. A reposicdo hormonal retarda o desenvolvimento de hipertensdo nestes
animais (HINOJOSA-LABORDE et al., 2004).

Outros estudos com ratas Dahl S evidenciaram que a ovariectomia foi acompanhada
por elevacdo da pressao arterial apés 15 semanas de idade, independente da carga
de sbdio na dieta (YANES et al., 2009; HARRISON-BERNARD et al., 2003).
Corroborando com estes achados, um estudo realizado com mulheres pré-
menopausicas normotensas verificou maior sensibilidade ao sal nas mesmas 4
meses apOs serem submetidas a ovariectomia, sugerindo que a reducdo dos
horménios ovarianos e o resultante aumento da sensibilidade da presséo arterial ao
sal é um importante fator para o desenvolvimento de hipertensdo pds-menopausal
(SCHULMAN et al., 2006). O modelo utilizado no presente estudo nao é sensivel ao
sal, e mesmo assim, 0S nossos resultados demonstraram que a presséo arterial

sistélica foi maior nas ratas tratadas com dieta rica em gordura e sal.

A obesidade e a dieta hipersddica sdo condicdes comumente associadas a
alteracdes na funcédo e estrutura renal que, por sua vez, podem contribuir para o
desenvolvimento de hipertensdo arterial (GUEDES et al., 2010; MOHAN,
CAMPBELL, 2009). A redugdo nos niveis circulantes de estrogenos também esta
relacionada a injuria renal ja que os estrogenos possuem acles renoprotetoras

(GILBERT et al., 2008). As mudancas no balanco renal do sodio sédo frequentemente
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encontradas em casos de sobrepeso e obesidade. Hall et al., (1993) constataram em
modelo experimental que a obesidade esta associada a retencdo de sodio. Estudo
clinico realizado com homens com sobrepeso e homens com peso normal
evidenciou correlacdo positiva entre o indice de massa corporal (IMC) e a
circunferéncia abdominal com a reabsorcdo tubular de sodio. Estes individuos
também apresentaram hiperinsulinemia, resisténcia a insulina e pressao arterial
elevada (STRAZZULLO et al., 2001).

Os nossos dados de funcao renal demonstraram diminuicdo de fracdo de excrecgao
de sodio no grupo DLO em relacdo ao grupo controle no final do periodo
experimental. Enquanto que as ratas tratadas com dieta hiperlipidica e hipersodica
apresentaram aumento significativo da excrecao de sédio em resposta a sobrecarga
de sal. Contudo, a analise da evolucao da fracdo de excrecdo de sddio nas ratas do
grupo DLSO ao longo do periodo experimental evidenciou uma tendéncia a
diminuicdo da excrecdo urinaria de sédio nestes animais. O fluxo urinario do grupo
DLSO também apresentou tendéncia a reducéo no final do experimento, apesar de
nao significativa. Esses achados sugerem que o fornecimento da dieta por um
periodo mais prolongado poderia promover maiores implicacbes na excrecao de
sédio, promovendo reducdo da excrecdo deste ion e consequentemente alteracfes

mais pronunciadas da pressao arterial.

Os individuos obesos geralmente apresentam aumento da atividade do sistema
renina-angiotensina-aldosterona. Na obesidade, a hiperatividade desse sistema é
um dos mecanismos centrais das desordens metabdlicas e hemodinamicas
relacionadas ao excesso de tecido adiposo (OKADA et al., 2010). Este desajuste no
controle do SRAA se deve ao fato do tecido adiposo produzir e secretar todos 0s
componentes do sistema, incluindo angiotensinogénio, renina, enzima conversora de
angiotensina | (ECA) e receptor de angiotensina tipo 1, em roedores e humanos
(ESLER et al., 2006). Os efeitos da All incluem vasoconstriccdo sistémica, retencéo
direta de sodio e agua e aumento na producao de aldosterona. Outro potencial

mecanismo dos SRAA é a elevacdo crbnica do tbnus simpatico, causando

vasoconstriccdo renal e aumento na secrec¢ao de renina (KOTSIS et al., 2010).

O aumento na expressao de renina, ECA e angiotensinogénio no tecido renal foi

observado em camundongos submetidos a dieta hiperlipidica, sugerindo que a
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ativacdo do SRAA intrarrenal esta realmente envolvido nos disturbio do balanco de
sbédio. Estes animais apresentaram ainda declinio na excre¢do urinaria de sodio
guando os animais foram submetidos a sobrecarga aguda ou crbnica de sal (DEJI et
al., 2009). A hiperatividade simpatica em ratos sensiveis ao sal também altera a
excrecdo renal de sédio (ZICHA et al, 2001). Cédes alimentados com dieta
hiperlipidica por 5 semanas submetidos a desnervacéo renal apresentaram menor
pressdo arterial quando comparados as animais controle. Além disso, enquanto o
grupo controle apresentou balanco positivo de sddio em paralelo a alta presséo
arterial e ao ganho de peso, o grau de retencdo de sodio nos animais desnervados
foi bem menor, sugerindo a importancia da atividade simpatica na retencédo de sodio
associada a obesidade (KASSAB et al., 1995).

A dieta hipersddica, a longo prazo, também parece afetar o balanco renal do sodio
por aumentar os niveis intrarrenais de All e contribuir para o estado redox, dois
fatores associados a elevacdo da reabsorcdo tubular de sédio (RECKELHOFF,
ROMERO, 2003). A dieta hipersédica diminuiu a atividade do SRA plasmaético,
porém ativou o SRA tecidual em alguns 6rgéos, incluindo o cérebro, coragao e rins
(FRANCO et al., 2006; LIN et al., 2009). Em ratos Dahl S, a sobrecarga de sal
elevou a expressdo de RNAm para a ECA e sua atividade, bem como aumentou a
densidade de receptores de All tipo 1 (AT1) em alguns tecidos (LIANG, LEENEN,
2007). As alteracdes da natriurese pressorica, com reducdo da excrecdo renal de
sédio, tém sido reportadas também em mulheres na pds-menopausa e em ratas
Dahl S como fator contribuinte para elevacdo da pressdo arterial (PECHERE-
BERTSCHI, BURNIER, 2004; OTSUKA et al., 1996).

Outro parametro de funcéo renal avaliado foi a excrecdo urinaria de proteinas. As
ratas do grupo DLO apresentaram aumento da proteindria em relacdo ao grupo
controle. Contudo, o grupo DLSO apresentou aumento ainda mais significativo da
proteindria quando comparado ao grupo DCO. A relacdo entre obesidade e
proteinuria tem sido evidenciada em estudos clinicos e experimentais. Os individuos
obesos, quando submetidos a tratamento dietético e exercicio fisico com reducao de
peso, apresentaram uma diminuicdo de 30% da proteindria (SHEN et al., 2010;

TESAURO et al., 2011). Em estudo experimental com ratos Zucker, a perda de peso
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também resultou em redugdo da proteindria e melhora do glomerulopatia
relacionada a obesidade (LIAO et al., 2007).

O excesso de sal contribui também para o aumento da proteinuria, como observado
no presente estudo. Ratos espontaneamente hipertensos (SHR) apresentam altos
graus de proteinuria quando submetidos a sobrecarga de sal na dieta (MATAVELLI
et al., 2007). Além disso, ratos Dahl S, tratados com dieta hipersddica durante 7
dias, apresentaram mudancas na estrutura da barreira de filtracdo glomerular
acompanhada por proteinaria (DAHLY-VERNON et al., 2005). A elevacdo da
proteindria foi atenuada com o bloqueio do receptor de angiotensina em ratos SHR,
apos 4 semanas de dieta hipersddica, sugerindo a participacdo do SRAA (SUSIC et
al., 2011). Terapias que utilizam inibidores da enzima conversora de angiotensina
(IECA) também sdo eficazes em reduzir proteindria em modelos de lesdo renal
induzida pelo sal (XU et al., 2005; ZHOU, TURNER, 2010; LIN et al., 2010). A
associacdo de dieta hiperlipidica com dieta hipersédica também resulta em
proteinaria como observado em estudo realizado com ratos Dahl S alimentados com
dieta hiperlipidica com posterior adicdo de sal que apresentaram consideravel
elevacdo na proteina urinaria quando comparado a ratos Dahl S com dieta

normolipidica e sobrecarga de sal (NAGAE et al., 2009).

Apesar de nado terem sido observadas alteracbes na TFG, o ganho de peso com
acumulo de tecido adiposo, em modelos experimentais e em humanos, esta
associado a mudangas na hemodinamica renal que incluem aumento no fluxo
sanguineo renal e hiperfiltracdo (HENEGAR et al., 2001; PECLY et al., 2006). A
perda de peso em sujeitos com obesidade severa resultou em reducédo da TFG,
FSR, FF e também da pressao arterial. A melhora da hiperfiltracdo parece estar
associada a prevencédo de glomerulopatia relacionada a obesidade (CHAGNAC et
al., 2003). O principal fator contribuinte para estas alteragbes hemodinamicas
induzidas pela obesidade é a vasodilatacdo da arteriola aferente com consequente
elevacdo do gradiente de pressdo hidrostatica transcapilar nos capilares
glomerulares (GUEDES et al., 2010). A vasocontricdo da arteriola eferente, devido
ao estimulo do SRAA e do nervo simpatico renal, também parece contribuir para
elevacao da pressao hidrostatica e hiperfiltracdo (EKNOYAN, 2011).
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A dieta hipersodica também possui efeito sobre a TFG por alterar a hemodinamica
renal. Ratos SHR submetidos a dieta hipersddica apresentaram reducdo da TFG
paralelo queda do fluxo sanguineo e proteindria (MATAVELLI et al., 2006; VARAGIC
et al.,, 2010). A atividade simpética renal aumentada parece estar relacionada a
estas alteracdes ja que a desnervacao unilateral de ratos Sprague-Dawley promoveu
aumento na TFG, fluxo urinario e excrecéo fracional de sodio quando submetidos a
sobrecarga de sal em relacdo ao grupo controle sem desnervacédo (SALMAN et al.,
2010). Elevada All intrarrenal associada a redugdo do 6xido nitrico também estéo
relacionados a diminuicdo da TFG diante da sobrecarga de sal (KOPKAN,
CERVENKA, 2009).

Os nossos estudos histoldégicos demonstraram discretas lesfes na area intersticial
do cortex renal nas ratas do grupo DLO. As alteracdes incluem areas de fibrose no
intersticio, infiltrado inflamatério e atrofia e dilatacdo tubular. Esses dados sugerem
gue a dieta hiperlipidica associada a ovariectomia promoveu alteracfes iniciais da
estrutura renal que podem estar associadas a mudancas discretas, porém
significativas, da funcédo renal. A adicdo de sal a dieta hiperlipidica em ratas
ovariectomizadas ndo promoveu essas alteracdes histologicas apesar do aumento

da infiltracdo de macréfagos.

Existem evidéncias demonstrando a relacdo entre obesidade e alteracbes da
estrutura e funcdo renal. As alteracbes metabolicas e hormonais como
hiperleptinemia e hiperinsulinemia, distirbios no perfil inflamatério, lipotoxicidade,
hiperatividade do SRAA e hiperfluxo renal sdo alguns dos fatores que ligam a
obesidade a injaria renal (PAPAFRAGKAKI, TOLIS, 2005; MADDOX et al., 2002; XU
et al., 2005; GUEDES et al., 2010). As alteracdes encontradas na injuria renal
induzida por obesidade, em modelos experimentais e estudos clinicos, incluem
aumento da area do tufo glomerular, glomeruloesclerose, expansdo mesangial,
espessamento da capsula de Bowman, infiltrado inflamatério e acamulo de lipidios
no tecido renal (KAMBHAM et al., 2001; WU et al.,, 2006; ALTUNKAYNAK et al.,
2008; DEJI et al., 2009). As alteracdes hemodinamicas que resultam em aumento da
taxa de filtragcdo glomerular parecem estar relacionadas ao dano glomerular
(CHAGNAC et al., 2000). Em nosso estudo, apesar de néo terem sido observadas

alteragbes na TFG, a analise morfométrica evidenciou aumento da é&rea do tufo
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glomerular na regido cortical das ratas DLO. Esses dados indicam modificacbes
iniciais da estrutura glomerular, indicando que o fornecimento mais prolongado da

dieta poderia acarretar em maior aumento da TFG e hiperfiltracdo nesses animais.

A analise imunoistoquimica demonstrou aumento significativo do numero de
macréfagos e mondcitos no cortex renal dos animais DLO e DLSO em relagédo ao
grupo controle. A obesidade e hipertensdo séo caracterizadas pelo aumento do
processo inflamatorio no tecido renal associado a infiltracdo de células inflamatorias
e producdo de citocinas inflamatorias e quimiocinas (RODRIGUEZ-ITURBE et al.,
2004). Ratos Zucker obesos apresentam aumento do numero de macrofagos e
monocitos no tecido renal relacionado a elevacdo na expressao das citocinas
inflamatorias IL-6 e MCP-1, glomeruloesclerose e proteinuria. Estas alteracfes foram
prevenidas com uso do bloqueador de receptor de angiotensina tipo 1, evidenciando
a participagéao da All na progresséo da doenca renal (XU et al., 2005). Ratos SHR
submetidos a dieta hiperlipidica, por 10 semanas, apresentaram aumento no nimero
de macrofagos no cértex renal, promovendo também a secre¢cdo aumentada de
citocinas inflamatérias e alteracdo da funcdo renal (KNIGHT et al.,, 2008). Os
macréfagos infiltrados no tecido renal estdo associados a liberacdo de espécies
reativas de oxigénio, citocinas inflamatorias e All, que podem promover e intensificar
a leséo tecidual (NAVA et al., 2003). Além disso, é provavel que este aumento nos
niveis intrarrenais de All esteja envolvido com a reabsor¢cdo aumentada de sodio,
podendo contribuir para a manutencdo da hipertensdo (RODRIGUEZ-ITURBE et al.,
2002).

A infiltracdo de células inflamatérias no tecido renal foi demonstrada também em
ratos Dahl S com sobrecarga de sal, os quais apresentaram maior atividade do fator
de transcricdo NF-kB. O tratamento com antiinflamatorio resultou em reducdo do
infiltrado inflamatoério, melhora da hemodinamica renal e reducéo da pressao arterial,
sugerindo que a infiltracdo renal de células imunes possui importante contribuicéo
para o desenvolvimento de hipertensao e leséo renal (TIAN et al., 2007). O aumento
do estado redox no tecido renal de ratos alimentados com dieta hipersddica pode
contribuir para o processo inflamatoério por ativar NF-kB que aumenta a transcri¢cao
de citocinas e quimiocinas resultando no recrutamento de macréfagos para o
parénquima renal (GU et al., 2006; TIAN et al., 2007a; TIAN et al., 2008). A elevacao
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dos niveis intrarrenais de All também parece estimular a infiltracdo renal de células
inflamatorias, uma vez que o uso de blogueadores do receptor de angiotensina em
ratos Dahl S com excesso de sal na dieta apresenta reducédo do dano renal, do
infiltrado inflamat6rio e das citocinas e quimiocinas, assim como melhora na
hemodinamica renal (LIN et al., 2009). Estes estudos demonstram que a infiltracao
renal por células inflamatdrias participa de forma significativa no desenvolvimento de

hipertenséo e doenca renal induzidas pelo sal.

O TNF-a €& considerado uma importante citocina envolvida na injuria renal,
promovendo inflamacéo, apoptose e acumulo de matriz extracelular (SANCHEZ-
NINO et al., 2010). A elevacdo dos niveis plasmaticos de TNF-a pode estar
associada ao aumento do tecido adiposo visceral, jA que esta é a principal citocina
inflamatoéria secretada pelos adip6citos viscerais. O TNF-a promove infiltragdo de
macrofagos para o tecido renal e estimula a expressdo génica de citocinas
inflamatérias por ativar o NF-xB, responsavel pela transcricdo de vérias citocinas
inflamatorias e moléculas de adesdo (WAHBA, MAK, 2007; CUNNINGHAM et al.,
2002). Em nosso estudo foi verificado aumento dos niveis plasmaticos de TNF-a nas
ratas do grupo DLSO em relacdo ao grupo controle. Estudos anteriores do nosso
laboratorio demonstraram também aumento da expressdo génica de TNF-a no
tecido renal das ratas ovariectomizadas alimentadas com dieta hiperlipidica,
sugerindo também o envolvimento dessa citocina sobre as alteracbes renais

observadas nesse modelo experimental (AMARAL et al., 2011).

Os niveis elevados de TNF-a foram encontrados em modelos de hipertensao
sensivel ao sal. Em ratos DOCA-salt (acetato de desoxicorticosterona), modelo de
hipertensdo associado a mineralcorticoides, com sobrecarga de sal, apresentaram
hipertenséo, ativagéo de NF-xB, aumento na excrec¢éo urinaria de endotelina e MCP-
1 e também albumindria. O tratamento destes animais com inibidor do receptor de
TNF-a preveniu estas alteracdes apesar de nao afetar a pressdo arterial
(ELMARAKBY et al., 2008). Foi observado também que elevados niveis de TNF-a
participam na elevacéo da pressao arterial e injuria renal em ratos com hipertenséo
induzida por All (ELMARAKBY et al., 2006). Desta forma, alteracdes inflamatorias
caracterizadas por elevados niveis de citocinas inflamatorias, principalmente TNF-q,

estdo estreitamente relacionadas ao desenvolvimento e manutencéo da hipertensao
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e injaria renal. Contudo, no nosso estudo, embora tenha sido observado aumento de
macrofagos e de TNF-a, essas alteracdes nao foram capazes de induzir maiores
implicacdes da funcéo e estrutura renal nas ratas ovariectomizadas e alimentadas

com dieta hiperlipidica e hipersédica.

O modelo experimental utilizado contribuiu para o estudo das repercussdes
pressoricas e renais em resposta a administracdo de uma dieta rica em gordura e
sbédio associada a diminuicdo dos horménios ovarianos induzida pela ovariectomia.
Contudo, essas alteracdes foram discretas e iniciais, apesar da sobrecarga de sal.
Provavelmente, o tempo de fornecimento da dieta poderia desenvolver uma maior
sensibilidade ao sal e consequentemente maiores alteracdes pressoricas e renais,
além dos efeitos da propria dieta rica em gordura, sobre os parametros estudados,
tornando possivel uma melhor caracterizacdo do modelo experimental. Além disso,
outros fatores podem estar colaborando para os efeitos observados, como as
diferencas da sensibilidade ao sal entre os animais estudados, e até mesmo um
possivel fator compensatério em resposta a essa elevada carga de sal na dieta.
Portanto, mais estudos sdo necessarios para tentar elucidar os mecanismos
envolvidos na patogénese da hipertensdo sensivel ao sal e obesidade associada a

diminuicdo dos horménios ovarianos.
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7.1 Limitacdes

A limitacdo encontrada no presente trabalho refere-se a auséncia de resultados dos
niveis séricos de TNF-a. do grupo DLO. A falta destes resultados esta relacionada a
problemas no armazenamento das amostras de soro destes animais inviabilizando a

analise dos niveis circulantes de TNF-o nas mesmas.
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8. CONCLUSAO

Os nossos resultados demonstram que a dieta hiperlipidica e hipersodica em ratas
com diminuicdo dos hormoénios ovarianos, induzida pela ovariectomia, promoveu
elevacdo da pressédo arterial sistdlica, proteinaria e infiltrado de macréfagos e
monaocitos, sugerindo o desenvolvimento inicial de alteracfes renais induzidas pela

dieta.
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