| A
UNIVERSIDADE FEDERAL DA BAHIA
INSTITUTO MULTIDISCIPLINAR EM SAUDE - IMS

PROGRAMA MULTICENTRICQ DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS
FISIOLOGICAS - SBFIS

LILIANY SOUZA DE BRITO AMARAL

EFEITOS DA DIETA HIRERLIPiDICA SOBRE A FUNGAO, ESTRUTURAE O
PERFIL INFLAMATORIO RENAL EM RATAS OVARIECTOMIZADAS

Vitéria da Conquista
2011



LILIANY SOUZA DE BRITO AMARAL

EFEITOS DA DIETA HIRERLIPiDICA SOBRE A FUNGCAO, ESTRUTURAE O
PERFIL INFLAMATORIO RENAL EM RATAS OVARIECTOMIZADAS

Dissertacédo apresentada ao Programa Multicéntrico
de Pés-Graduagdo em Ciéncias Fisiolégicas/
Sociedade Brasileira de Fisiologia, Universidade
Federal da Bahia, como requisito para obtencado do
titulo de Mestre em Fisiologia.

Orientadora: Profe. Dr2. Telma de Jesus Soares
Universidade Federal da Bahia — UFBA

Co-orientadora: Prof?. Dr8. Terezila Machado Coimbra
Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto — FMRP/USP

Vitéria da Conquista
2011



Biblioteca Universitaria Campus Anisio Teixeira - UFBA

Amaral, Liliany Souza de Brito

Efeitos da dieta hiperlipidica sobre a fungao, estrutura e o perfil inflamatério renal em
ratas ovariectomizadas / Liliany Souza de Brito Amaral - 2011.

941 il

Orientadora: Prof?. Dr?. Telma de Jesus Soares, Prof?. Co-orientadora: Dr2. Terezila
Machado Coimbra.

Dissertacéo (mestrado) — Universidade Federal da Bahia, Programa Multicéntrico de
P&s-Graduagao em Ciéncias Fisiologicas, 2011.

1. Rim — Inflamagéo. 2. Rim - Fisiopatologia. 3. Pés-Menopausa — Metabolismo. 4.

Obesidade Abdominal — Inflamag&o. |. Universidade Federal da Bahia. Programa Multi-
céntrico de Pds-Graduacédo em Ciéncias Fisioldgicas. Il. Titulo.

CDU -616.61




LILIANY SOUZA DE BRITO AMARAL

EFEITOS DA DIETA HIRERLIPiDICA SOBRE A FUNGCAO, ESTRUTURAE O
PERFIL INFLAMATORIO RENAL EM RATAS OVARIECTOMIZADAS

Esta dissertacao foi julgada adequada a obtengao do grau de Mestre em Fisiologia e
aprovada em sua forma final pelo Programa Multicéntrico de Pds-graduagdo em

Ciéncias Fisiolégicas — SBFIS da Universidade Federal da Bahia.

Vitéria da Conquista — BA, 16 de fevereiro de 2011.

o= 1) \
hL)ﬂLI &y “ij/,-isu,s QoaHls

Profe. Dr2. Telma de Jesus Soares

Universidade Federal da Bahia

Syt btk 65 e

Profé. Dr2. Terezila Machado Coimbra

versidade de Séao Paulo

%f". Dr°. José Antunes Rodrigues

/ Universidade de S&o Paulo
/) _

A Y o

Proﬁ?'!. Dr2. Josmara Bartolomei Fregoneze

Universidade Federal da Bahia



A Deus, por Sua vida divina dada gratuitamente a nés.

Ao meu amado esposo, sempre amigo e companheiro, Marcelo, pelo amor, incentivo
e muita compreensao.

Aos meus queridos filhos, Luiza e Lucas, por aquecer meu coragao e fazer minha
vida muito mais feliz todos os dias.

Aos meus queridos pais, pelo apoio, sabedoria, incentivo e grandes ensinamentos.



AGRADECIMENTOS

Ao meu Deus, por ter tornado possivel meu ingresso no mestrado e pela forga a mim
concedida para superar os obstaculos e as saudades durante as longas viagens as
Universidades Nucleadoras.

Ao meu querido esposo e aos meus pais pelo apoio, incentivo, compreensao e por
terem tantas vezes assumido meus papéis quando precisei ausentar-me.

A prof? Telma de Jesus Soares por ter partilhado seus conhecimentos com muita
sabedoria, pela excelente orientacdo e incentivo constante na realizagdo desse
trabalho. Mas, também pela confianca, relacionamento saudavel e terna amizade
que cultivamos no decorrer desses dois anos. Muito obrigada, querida professora!

A prof® Terezila Machado Coimbra pela preciosa contribuicdo na construcdo desse
trabalho e pelo auxilio e acolhimento em seu laboratorio para realizagdo dos
experimentos.

Ao prof® José Rodrigues Antunes pela idealizacdo do Programa Multicéntrico em
Ciéncias Fisiolégicas, possibilitando a propagag¢dao do conhecimento e da pesquisa
na area de fisiologia.

A proff Amélia Cristina Mendes de Magalhdes, por todo apoio, contribuicdes,
sugestdes, elaboracdo da composi¢cao da dieta hiperlipidica e pela amizade.

A proff Raquel de Souza Gestinari, pelo valioso treinamento e auxilio na
padronizagao da biologia molecular. Também aos professores Mayse Amorim
Mendonga e Lucas Miranda Marques pelo apoio e sugestdes.

As professoras Najara de Oliveira Belo e Regiane Yatsuda pelas contribuicdes na
elaboragao e correcdes do projeto e no desenvolvimento desse trabalho.

A prof? Josmara Bartolomei Fregoneze pela colaboracéo no fornecimento dos ratos
do Biotério Setorial do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Bahia — ICS/UFBA.

A prof® Claudia Macedo e a Ana Paula Silva Pereira pela realizacdo dos cortes
histolégicos e ao prof°® Robson Amaro pela colaboragao e sugestdes nos estudos
histoldgicos.

Aos meus queridos colegas de laboratério Anna Carolina, Everaldo, Kelle, Samira,
Daniela e Raimundo, pela amizade e convivio harmonioso.

Aos colegas de iniciagao cientifica Jussara, Thiago Trindade, Welber, Fernanda,
Jéssica, Luciano, Roberta, Grazielle, Gabriela, Gleisy, Thiago Henrique, Caroline e
Clarisse pela valiosa ajuda nos experimentos.

A técnica do laboratério de Fisiologia Renal da FMRP/USP, Cleonice Giovanni Alves



da Silva, pelo auxilio na realizagao de alguns experimentos.

Ao técnico do Departamento de Fisiologia da FMRP-USP, Rubens Fernando de
Melo, pelo apoio técnico.

A Heloisa e Eveling, alunas de pés-doutorado e doutorado respectivamente, do
laboratdrio de Fisiologia Renal da FMRP/USP, pelo acolhimento e sugestdes.

Aos professores e colegas das Universidades Nucleadoras da FMRP/USP, UFMG e
UFRJ pela simpatia e acolhimento.

A Faculdade de Tecnologia e Ciéncias — FTC de Vitéria da Conquista, por ter
permitido meu afastamento temporario para a realizagdo do mestrado.

A FAPESB, pela concessdo de bolsa e & CAPES e CNPq pelo financiamento que
possibilitaram a realizacdo desse estudo.



Né&o que, por n6s mesmos, sejamos capazes de pensar
alguma coisa, como se partisse de nos; pelo contrario,
a nossa suficiéncia vem de Deus.

(2 Cor 3:5)



AMARAL, Liliany Souza de Brito. Efeitos da Dieta Hiperlipidica sobre a Fun¢ao,
Estrutura e o Perfil Inflamatério Renal em Ratas Ovariectomizadas. 94 f. il. 2011.
Dissertacao (Mestrado) — Instituto Multidisciplinar de Saude, Universidade Federal
da Bahia, Vitdria da Conquista, 2011.

RESUMO

A obesidade é considerada um problema mundial de saude publica, frequentemente
associada a alteragdes metabdlicas e cardiovasculares. No entanto, a sua relagao
com o desenvolvimento de lesbes renais, principalmente no periodo da poés-
menopausa, tem sido menos documentada e os mecanismos pouco elucidados. O
objetivo desse estudo foi avaliar a funcao, estrutura e o perfil inflamatério renal em
um modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica em ratas ovariectomizadas.
Vinte e seis ratas Wistar foram utilizadas, com peso inicial de 150 a 200 g. As ratas
foram submetidas a ovariectomia ou cirurgia sham com 10 semanas de idade e
consumiram ragao padronizada controle ou ragao hiperlipidica (54,4% de gordura),
por um periodo de 24 semanas. Os animais foram divididos em quatro grupos
distintos: DCS — ratas submetidas a dieta controle e a cirurgia sham (n=6); DCO —
ratas submetidas a dieta controle e ovariectomia (n=6); DLS — ratas submetidas a
dieta hiperlipidica e a cirurgia sham (n=6); DLO — ratas submetidas a dieta
hiperlipidica e ovariectomia (n=8). O peso e a pressao sanguinea foram
determinados semanalmente e amostras de sangue e urina foram coletadas ao
longo do periodo experimental para analise da funcdo renal. Os animais foram
sacrificados 24 semanas apés o fornecimento das dietas, e os rins removidos para
os estudos histolégicos, morfométricos, de imunoistoquimica e de biologia molecular.
Os resultados demonstraram que as ratas ovariectomizadas submetidas a dieta
hiperlipidica (DLO) apresentaram aumento do peso corporal médio, do tecido
adiposo abdominal e da presséao arterial sistélica, quando comparados aos animais
dos demais grupos experimentais. Esses animais apresentaram diminuigao
significativa da fragdo de excregcao de soddio e aumento da excregao urinaria de
proteina e albumina. Nao foram observadas alteragdes significativas da creatinina
plasmatica, da fracao de excrecdo de potassio e do fluxo urinario entre os grupos

experimentais. Foi observado um discreto aumento da taxa de filtracdo glomerular



nesses animais. Os estudos histolégicos e morfométricos mostraram alteragées no
cortex renal das ratas DLO, caracterizadas por infiltrado de células inflamatdrias,
atrofia e dilatagao tubular, fibrose intersticial, adesdo dos capilares a capsula de
Bowman, glomeruloesclerose e aumento da area do tufo glomerular. A marcacao
tubulo-intersticial para vimentina foi mais pronunciada no cortex renal das ratas do
grupo DLO quando comparada aos grupos DCS e DCO. Além disso, as ratas do
grupo DLO apresentaram maior numero de macréfagos, linfécitos, PCNA (antigeno
nuclear de proliferacdo celular), angiotensina Il (All), NF-kB (fator nuclear-kB) e
aumento da expressao do RNAm de TNF-a (Tumor Necrosis Factor-a) no tecido
renal. Os resultados demonstraram que a dieta hiperlipidica em ratas
ovariectomizadas promoveu alteragcbes histolégicas discretas e focais,
acompanhadas de alteragdes na fungao renal e na pressao sanguinea, sugerindo

que macroéfagos, linfécitos, All, NF-kB e TNF-a devem contribuir para esse processo.

Palavras-chaves: Rim. Inflamagao. Fisiopatologia. Pés-Menopausa. Metabolismo.
Obesidade Abdominal.
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ABSTRACT

Obesity is considered a global public health problem, often associated with increased
metabolic and cardiovascular diseases. However, its relationship with the
development of renal lesions, especially in decreased of ovarian hormones period,
has been less documented. The mechanisms by which obesity promotes renal
changes in the postmenopausal period are not fully elucidated. The aim of this study
was to assess the renal function, structure and inflammatory profile in a model of high
fat diet-induced obesity in ovariectomized rats. Twenty-six Wistar rats were used,
initially weighing 150 to 200 g. The rats were submitted to ovariectomy or sham
surgery at 10 weeks of age and fed with standard diet or high-fat diet (54.4% fat) for
a period of 24 weeks. The animals were divided into four distinct groups: SSD- sham
operated rats submitted to standard diet (n=6); OSD- ovariectomized rats submitted
to standard diet (n=6); SHFD- sham-operated rats submitted to high-fat diet (n=6);
OHFD- ovariectomized rats submitted to high-fat diet (n=8). Weight and blood
pressure were measured weekly. In addition, blood samples and urine were collected
during the experimental period 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 and molecular biology. The
results showed that ovariectomized rats submitted to high-fat diet (OHFD) presented
increases in body weight, as well as in visceral adipose tissue and systolic blood
pressure when compared to the other groups. These animals showed decreased
fractional excretion of sodium and increased urinary protein and albumin excretion.
There were no significant changes in plasma creatinine, fractional excretion of
potassium and urine flow between the experimental groups. It was observed slight
increase in glomerular filtration rate in these animals. Histological and morphometric
studies showed alterations in the renal cortex of OHFD rats, characterized by

inflammatory cells infiltration, tubular dilatation and atrophy, interstitial fibrosis,



adhesion to Bowman's capsule and glomerulosclerosis and increased glomerular tuft
area. Tubulointerstitial staining for vimentin was more pronounced in the renal cortex
of OHFD group rats than in the SSD and OSD group rats. In addition, OHFD group
rats presented greater numbers of macrophages, lymphocytes, PCNA (Proliferating
Cell Nuclear Antigen), angiotensin Il (All) e NF-kB (nuclear factor-kappa B) and
increased TNFa mRNA expression in renal tissue. The results has demonstrated that
high-fat diet in ovariectomized rats promoted slight and focal histologic alterations,
followed by renal function alterations, suggestting that macrophages, lymphocytes,
All, NF-kB and TNF-a should contribute to this process.

Keywords: Kidney. Inflammation. Pathophysiology. Postmenopausal. Metabolism.
Obesity Abdominal.
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1 INTRODUGAO

A obesidade é definida como um indice de massa corpérea (IMC) igual ou superior a
30 e tem sido considerada uma doenca altamente prevalente e de elevada
morbidade e mortalidade, principalmente nos paises industrializados ou em fase de
industrializagao (FLEGAL et al., 2010). Dentre os fatores que promovem a obesidade
ressaltam-se as alteragdes hormonais, os fatores hereditarios e as mudangas no
estilo de vida e nos habitos alimentares. As mudangas nos habitos alimentares e a
atividade fisica representam a combinagdo mais efetiva para o controle de peso,
sendo que o consumo de uma dieta com alto teores de gorduras e o sedentarismo
podem explicar o excesso de acumulo da gordura corporal em grandes proporgdes
na populagao mundial (SOWERS, 1998).

Existem evidéncias indicando que o padrao de acumulo de tecido adiposo abdominal
esta mais correlacionado aos problemas de saude do que o nivel de adiposidade
global, devido ao fato dos adipécitos omentais e mesentéricos serem
metabolicamente mais ativos do que aqueles que compdem o tecido adiposo
subcuténeo, secretando uma grande variedade de citocinas pro-inflamatorias,
quimiocinas e espécies reativas de oxigénio (ERO) (DUBEY; JACKSON, 2001). A
maior parte das complicagdes atribuidas a obesidade esta relacionada aos riscos
cardiovasculares, particularmente presentes na obesidade. O padrao de distribuicdo
da gordura corporal visceral esta associado ao aumento de alteragdes metabdlicas,
hormonais, inflamatérias e hemodindmicas, capazes de provocar maior
acometimento sobre a microvasculatura e sobre os 6rgaos-alvo (SOWERS, 1998;
SHI; CREGG, 2009; BROWN; CLEGG, 2010).

A obesidade € largamente reconhecida por iniciar uma série de alteragbes
fisiopatoldgicas, incluindo intolerancia a glicose, dislipidemia, hipertensao arterial e
doencas cardiovasculares, contudo, os seus efeitos sobre os rins tém sido menos
documentado (HALL et al., 2002; DO CARMO et al., 2009). Os mecanismos pelos
quais a obesidade promove lesdes renais ndo estdo completamente elucidados. As
alteragcdes hemodindmicas, metabdlicas e inflamatérias presentes na obesidade
parecem desempenhar fungcado importante na indugao e progressao de lesdes renais
(DO CARMO et al., 2009).
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O aumento da pressao arterial relacionado a obesidade estda associado ao
impedimento da natriurese pressorica, o qual € principalmente causado pelo
aumento da reabsorc¢ao tubular de sédio e aumento do liquido extracelular (HALL,
1997; HALL et al., 2003; DO CARMO et al., 2009). Varios mecanismos podem estar
envolvidos contribuindo para a reabsor¢cdo aumentada de sdédio na obesidade,
dentre eles destacam-se: aumento da atividade do sistema nervoso simpatico (SNS),
ativagao do sistema renina-angiotensina-aldosterona (SRAA), aumento do clearance
do peptideo natriurético atrial (ANP) pelos adipdcitos e hiperinsulinemia (HALL,
1997; HENEGAR et al., 2001).

O periodo pds-menopausal esta frequentemente associado a alteragées do perfil
hemodinamico e da fung¢ao endotelial, alteragdes renais, disturbios no metabolismo
energético, estresse oxidativo, obesidade e dislipidemias sendo estes sintomas
indicativos de que a drastica reducdo na producédo de estrégeno pode acelerar o
desenvolvimento de processos degenerativos (WISE et al., 1999). Dentre essas
alteragcbes, destacam-se as doencgas cardiovasculares e a obesidade por serem
considerados fatores importantes para a mortalidade na populagao de mulheres no
periodo pdés-menopausa. O aumento do peso corporal no periodo da pos-
menopausa € acompanhado por mudangas na distribuicdo dos depdsitos de tecido
adiposo, sendo que o padrdo de acumulo abdominal & prevalente nesse periodo
(DUBEY; JACKSON, 2001).

As alteragdes renais induzidas pelo excesso de ganho de peso incluem hiperfiltragdo
glomerular, espessamento da membrana basal glomerular, expansao da matriz
glomerular, alargamento da capsula de Bowmann, hipertrofia glomerular,
albuminuria, glomeruloesclerose, lesédo de poddcitos e do compartimento tubulo-
intersticial (COIMBRA et al.,, 2000; HENEGAR et al, 2001; HALL, 2003;
RUTKOWSKI et al., 2006). Embora a associacado entre obesidade e doencga renal
tenha sido estabelecida, os mecanismos envolvidos ainda ndo estdo completamente
elucidados, principalmente no periodo de diminuicdo dos hormdnios ovarianos,
caracteristico da pds-menopausa. Portanto, dentre os objetivos desse estudo
destacam-se o desenvolvimento de um modelo experimental de obesidade induzida
por uma dieta hiperlipidica, que possa ser utilizado para o estudo dos efeitos de uma
dieta rica em gordura sobre os paradmetros de funcdo e estrutura renal e sobre o

perfil inflamatério em ratas ovariectomizadas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Obesidade e Rim

A prevaléncia da obesidade tem aumentado em indices alarmantes em todo o
mundo, ndo somente em paises industrializados, mas também em nagdes em fase
de industrializacdo (FLEGAL et al., 2002). No Brasil, o percentual de pessoas com
excesso de peso e obesas aumentou de maneira significativa em todas as regides
do pais e em todas as faixas etarias. Dados do IBGE demonstraram que o excesso
de peso em homens adultos passou de 18,5% para 50,1%, e nas mulheres de
28,7% para 48% nos anos 2008-2009. O sobrepeso atingiu mais de 30% das
criangas entre 5 e 9 anos de idade. Entre os meninos e rapazes de 10 a 19 anos de
idade, o excesso de peso passou de 3,7% (1974-1975) para 21,7% (2008-2009), ja
entre as meninas e mogas entre 10 a 19 anos de idade, o aumento foi de 7,6% para
19,4% nos respectivos anos (BRASIL, 2011)

O excesso de gordura corporal esta relacionado ao aparecimento de inuUmeras
disfungdes metabdlicas e funcionais, tornando-se um problema atual de saude
publica (SOWERS, 1998; ZIMMET et al., 1999). Dentre os fatores que promovem a
obesidade ressaltam-se as alteragcbes hormonais, os fatores hereditarios e as
mudancgas no estilo de vida e nos habitos alimentares, sendo que esses dois ultimos
fatores representam a combinagcdo mais efetiva para o controle de peso, podendo
explicar o excesso de acumulo da gordura corporal em grandes propor¢des na
populagcao mundial (SOWERS, 1998).

A maior parte das complicagdes atribuidas a obesidade esta relacionada aos riscos
cardiovasculares, particularmente presentes nos individuos obesos com padrao de
distribuicdo visceral da gordura corporal, o qual esta associado ao aumento de
alteragcdes metabdlicas, hormonais, inflamatérias e hemodinamicas, capazes de
provocar maior acometimento sobre a microvasculatura e sobre os 6rgaos-alvo
(SOWERS, 1998; SHI; CREGG, 2009; BROWN; CLEGG, 2010). A obesidade
constitui um importante indicador de risco, tanto metabdlico quanto cardiovascular, e
esta frequentemente associada a sindrome metabdlica (SOWERS, 2003). A

sindrome metabdlica é a associagdo de diversas doencas a obesidade, incluindo
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alteragdes do metabolismo de glicose (resisténcia a insulina, intolerancia a glicose),

aumento da presséao arterial e dislipidemia (ZIMMET et al., 1999).

Embora a obesidade seja largamente reconhecida como um fator que contribui para
essa série de alteracbes fisiopatoldgicas, seu papel na iniciagdo e progressao da
doenca renal € menos documentado (HALL et al., 2002; ABRASS, 2004; DO
CARMO et al., 2009). O interesse em estudar a relacédo entre obesidade e alteragdes
renais tem aumentado nos Uultimos anos devido a frequente associacdo da
obesidade com o diabetes e a hipertensdo, causas principais de insuficiéncia renal
cronica (CHEN, et al., 2004; KRAMER, 2006). Contudo, existem evidéncias que a
obesidade também pode ser um fator de risco independente para o desenvolvimento
de lesdes renais, mesmo na auséncia de doenca hipertensiva ou diabética
(KAMBHAM et al., 2001; FOX et al., 2004), e o seu efeito na iniciagao e progressao
da doenca renal tem sido recentemente reconhecido (SAXENA; CHOPRA, 2004; DO
CARMO et al., 2009).

Os primeiros estudos demonstrando a relagao direta entre obesidade e lesao renal
foram realizados por Weisinger et al. (1974), os quais sugeriram que a obesidade foi
a causa direta de lesao renal, caracterizadas por proteinuria, hipertrofia glomerular e
glomeruloesclerose, em individuos com obesidade moérbida. Contudo, somente a
partir dos estudos realizados por kambham et al., (2001) pbéde-se considerar a
obesidade como principal fator de indugdo de lesdes renais. Esses autores
publicaram uma extensa revisao de 6.618 bidpsias renais realizadas entre 1986 e
2000. Os resultados demonstraram aumento de dez vezes na incidéncia de
glomerulopatia associada a obesidade ao compararem as bidpsias renais do ano de
1986 com as bidpsias do ano de 2000. As principais alteragdes encontradas foram
hipertrofia glomerular, glomeruloesclerose segmentar e focal (GESF) e aumento da
celularidade da matriz mesangial. Essas alteracbes foram associadas a obesidade,
independentemente de doenca hipertensiva ou diabética (GUEDES et al., 2010). A
relagao entre obesidade e doenga renal tem sido estabelecida, mas os mecanismos
envolvidos ainda nao estdo completamente elucidados, principalmente no periodo

de diminuicdo dos hormonios ovarianos.

2.2 Mecanismos de Lesao Renal Associados a Obesidade
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A obesidade esta frequentemente associada a algumas alteragées da funcéo e
estrutura renal, as quais sdo semelhantes aquelas verificadas na nefropatia
diabética (DO CARMO et al., 2009). O excesso de ganho de peso pode promover
hiperfiltragcdo glomerular, aumento da reabsor¢cdo de sodio, espessamento da
membrana basal glomerular, expansdao da matriz glomerular, alargamento da
capsula de Bowmann, albuminuria, glomeruloesclerose, lesdo de poddcitos e do
compartimento tubulo-intersticial (CTI) (COIMBRA et al., 2000; HENEGAR et al.,
2001; HALL, 2003; RUTKOWSKI et al., 2006; DO CARMO et al., 2009). Contudo, os
mecanismos envolvidos na indugao e progressao das lesdes renais promovidas pela
obesidade ainda nao estdo completamente elucidados. Varios fatores
hemodinamicos, metabdlicos e inflamatérios podem estar envolvidos na nefropatia
associada a obesidade. Alguns desses fatores incluem aumento da pressao arterial,
resisténcia a insulina, hiperinsulenemia, hiperglicemia, hiperleptinemia, dislipidemia,
estresse oxidativo, angiotensina Il (All) e inflamacao (DUNN et al., 1986; DENGEL et
al., 1996; FUJIWARA et al., 2000; NODA et al., 2001; ABRASS, 2006; DO CARMO
et al., 2009).

Na obesidade ocorre aumento das necessidades metabdlicas basais e acumulo de
produtos do metabolismo celular. Consequentemente, a obesidade € acompanhada
de alteracbes hemodindmicas caracterizadas por aumento do fluxo sanguineo
regional, do débito cardiaco e da pressao arterial sistémica (HALL, 2003). Parte do
aumento do débito cardiaco é destinada a 6rgédos nao-adiposos como o coragao e
os rins. O aumento do débito cardiaco para os rins resulta em vasodilatacdo da
arteriola aferente, aumento do fluxo sanguineo renal e hiperfiltragdo glomerular
(CHAGNAC et al., 2000; HALL et al., 2003). Como consequéncia, ocorre aumento da
reabsor¢cao tubular de sédio, evento que ativa o “feedback da madula densa”.
Segundo essa hipétese, a maior reabsorgdo de sédio nos segmentos proximais do
néfron reduz a oferta de cloreto de sdodio ao tubulo distal, o que causa a
vasodilatacdo da arteriola aferente e aumento da atividade do sistema renina
angiotensina aldosterona (SRAA), promovendo o balango positivo de sédio e o

estresse glomerular (HALL et al., 2003).

O rim é um o6rgao fundamental para o controle da pressao arterial, contudo os
mecanismos envolvidos na hipertensdo associada a obesidade nao estédo

completamente elucidados. O aumento da pressdo sanguinea associada a
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obesidade é acompanhado pelo impedimento da natriurese pressoérica (HALL et al.,
2003). Embora os mecanismos envolvidos nas alteragdes da natriurese pressorica
observadas na hipertensdo ainda nao estejam totalmente esclarecidos, evidéncias
sugerem que a obesidade e o0 sobrepeso podem ter maior importancia nesse
processo (ROCCHINI, 1990; HALL, 2003). Nos individuos obesos, essa alteracédo na
natriurese pressorica se deve inicialmente ao aumento da reabsorgdo de sdédio, a
qual pode ser explicada, em parte, pelo aumento da taxa de filtragdo glomerular
(TFG) superior ao aumento do fluxo plasmatico renal (FPR), resultando em maior
fracdo de filtracdo (FF) (CHAGNAC et al.,, 2008). Essa hiperfiltracdo, quando
acompanhada por aumento da FF, resulta em aumento da concentracdo de
proteinas na circulacdo pos-glomerular em relagdo a circulagdo sistémica e,
consequentemente, elevagcdo da pressdo oncética nos capilares peritubulares.
Dessa forma, como a pressao hidrostatica cai ao longo da arteriola eferente, a
elevacdo da pressao oncoética nos capilares peritubulares gera um gradiente de
pressao transcapilar favoravel para a reabsorcdo de sédio e agua do lumem tubular
proximal para o espago intercelular e deste para os capilares peritubulares,
culminando, dessa forma, em retencado de soédio e aumento do liquido extracelular
(CHAGNAC et al., 2008). Além disso, na obesidade prolongada, a vasodilatagao
renal e a ativacdo neurohumoral, juntamente com outras alteragdes metabdlicas,
podem provocar glomeruloesclerose e perda de néfrons funcionantes, reforcando o
disturbio da natriurese pressérica, culminando na forma mais severa de hipertensao
arterial (HALL, 1997; KURUKULASURIYA et al., 2008).

A retencdo de sdédio e o liquido extracelular estdo aumentados na obesidade
induzida pela dieta em animais experimentais (HALL et al., 1997) e em humanos
obesos (MESSERLI et al., 1981). Estudos tém demonstrado que uma dieta rica em
gordura consistentemente resulta em aumento da reabsorgdo de so6dio em
individuos obesos, e que a perda de peso promove excrecdo urinaria de sédio,
sugerindo associagao direta entre obesidade e retencdo de sédio (KASSAB et al.,
1995; HALL; BRANDS; HENEGAR, 1999; STERN et al.,, 2001). No entanto, as
causas do aumento da reabsor¢ado tubular de sédio associado a obesidade nao
estdo completamente elucidadas, mas podem ser devido a: 1) ativacdo SRAA; 2)
ativacao do sistema nervoso simpatico (SNS); 3) alteragdes plasmaticas do peptideo

natriurético atrial (ANP); 4) compressao fisica dos rins causada pelo aumento do



27

tecido adiposo; e 5) hiperinsulinemia (HALL, 2003; SARAFIDIS; RUILOPE, 2006;
SARZANI et al., 2008; KOTSIS et al., 2010; HALL et al., 2010). Todos esses fatores
podem contribuir para o aumento da reabsorgao de sodio e do liquido extracelular,

contribuindo, desta maneira, para a hipertensao associada a obesidade.

Embora o excesso de peso corporal esteja associado a retencdo de sédio e a
expansado do liquido extracelular, individuos obesos frequentemente apresentam
aumento da atividade do SRAA. Esse sistema influencia o balango de sddio, o
volume do liquido extracelular e a resisténcia vascular e sistémica (SCHORR et al.,
1998; ENGELI; SHARMA, 2001). Os estudos realizados em caes alimentados com
dieta rica em gordura demonstraram que o tratamento com antagonista da All ou
inibidores da enzima conversora de angiotensina (ECA) promoveu diminuicdo da
retencdo de sodio e da expansdo do volume, e consequentemente redugao da
pressao arterial nesses animais (ROBLES et al., 1993; HALL et al., 1997). A ativacao
desse sistema pode contribuir para a lesdo glomerular e perda de néfrons associada
a obesidade devido ao aumento da constricdo das arteriolas eferentes pela All
(HALL, 2003). O aumento dos niveis plasmaticos de aldosterona tem sido também
relatado na obesidade (SCHORR et al., 1998; ENGELI; SHARMA, 2001). Rogerio et
al.,, (2004) demonstraram que o uso do antagonista da aldosterona atenuou
significativamente a hiperfiltracdo glomerular, a retencdo de sdédio e a hipertensao

associada a obesidade induzida por dieta hipercaldrica.

Existem evidéncias, tanto em animais experimentais quanto em humanos, que o
ganho de peso corporal esta associado com o aumento da atividade simpatica,
principalmente nos rins (KASSAB et al., 1995; WOFFORD et al., 1998; HALL et al.,
1993; HALL, 2003). A atividade simpatica aumentada parece elevar a pressao
sanguinea principalmente através dos nervos simpaticos renais, uma vez que a
desnervacgao diminui a retengao de sodio e atenua o aumento na pressao sanguinea
associada a obesidade induzida pela dieta rica em gordura em caes (KASSAB et al.,
1995). Outros estudos demonstraram que o bloqueio combinado das vias alfa e beta
adrenérgicas atenua marcadamente o aumento na pressdo sanguinea durante o
desenvolvimento da obesidade em caes induzida pela dieta (HALL et al., 1993), e
em humanos essa redugcdo na pressdo foi mais evidenciada em individuos

hipertensos obesos quando comparados aos nao obesos (WOFFORD et al., 1998).
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Tém sido demonstrado também a participagdo do sistema de peptideos natriuréticos
na génese desta patologia (DESSI-FULGHERI et al., 1998; WANG et al., 2004). A
obesidade esta associada aos baixos niveis de peptideos natriuréticos que
apresentam fungdes importantes na homeostase de sédio e agua e na regulagao do
tébnus vascular (WANG, et al., 2004). Os receptores do tipo C, responsaveis pelo
clearance dos peptideos natriuréticos, sdo abundantes nos tecidos adiposos,
sugerindo que os adipdcitos participem da remogao desses peptideos da circulagao,
contribuindo dessa forma para a retencao de sdédio e aumento da pressao sanguinea
(DESSI-FULGHERI, 1998).

Outro fator que pode contribuir para o aumento da pressao arterial induzido pela
obesidade é a compresséao renal, provocada pelas alteragdes histologicas da medula
renal e pelo acumulo de tecido adiposo (HALL, 2003). O aumento de células
intersticiais, o acumulo de matriz extracelular entre os tubulos na medula renal, a
infiltracdo de gordura subcapsular renal, o aumento da gordura que circunda os rins
e a elevacao da pressao abdominal podem aumentar a presséo intersticial e alterar
as forgas fisicas intrarrenais, reduzindo o fluxo sanguineo dos vasos retos
adjacentes ao loop da algca de Henle. A reducgao do fluxo sanguineo medular pode
contribuir para maior reabsor¢cdo de soédio, culminando em aumento do liquido
extracelular e, consequentemente, aumento da pressao sanguinea (HALL, 2003;
KOTSIS et al., 2010).

Além dos mecanismos hemodinamicos, as proprias alteracdbes metabdlicas
caracteristicas da obesidade parecem promover um impacto negativo sobre os rins.
As principais alteragées metabdlicas associadas a lesao renal, em individuos obesos
ou em animais experimentais, incluem a resisténcia a insulina, hiperinsulinemia,
aumento da atividade glicocorticoide, ativagao exacerbada da All e a hiperleptinemia
(HENEGAR et al., 2001; PAPAFRAGKAKI; TOLIS, 2005; FUJITA, 2008).

A hiperinsulinemia pode causar dano renal por aumentar a atividade simpatica, o
estresse oxidativo, potencializar a resposta vascular a All e reduzir a atividade do
ANP. A insulina pode também atuar diretamente nos rins promovendo aumento da
reabsorgao de soédio (SARAFIDIS; RUILOPE, 2006; FUJITA, 2008). Em um modelo
de obesidade induzida por dieta hiperlipidica em camundongos, foi demonstrado que

0S animais obesos apresentaram correlagdo positiva entre alteragbes metabdlicas,
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tais como hiperinsulinemia, hiperglicemia e hipertriglicerinemia, e alteragbes da
estrutura e fungcdo renal caracterizadas por infiltragdo tubulo-intersticial de
macrofagos, expansao mesangial, expressao aumentada de colageno tipo IV nos
glomérulos, albuminuria e retencdo de soédio (DEJI et al., 2009). Outro estudo
recente, utilizando ratos espontaneamente hipertensos (SHR) com obesidade
induzida por dieta rica em gordura, demonstrou que apesar dos niveis pressoricos,
animais com hiperglicemia, hiperleptinemia e hiperinsulinemia apresentaram maior
grau de alteragdes histoldgicas renais quando comparados aos seus respectivos
controles (OHTOMO et al.,, 2010). Chen et al., (2010) demonstraram correlagcéo
positiva entre os niveis de colesterol total e os de insulina com o aumento da
excrecao urinaria de proteinas. Todas essas evidéncias reforcam a hipotese de que
o perfil metabdlico pode contribuir para o desenvolvimento das alteragdes na
estrutura e funcao renal caracteristicas da obesidade tanto em humanos quanto em

animais experimentais.

Outros fatores podem também contribuir para as alteragdes renais induzidas pela
obesidade, tais como estresse oxidativo, produgao de citocinas pro-inflamatorias,
infiltrado de células inflamatdrias, fatores de crescimento celular e All, os quais,
juntamente com outros mecanismos, podem promover tanto o dano vascular
sistémico quanto as lesbes do parénquima renal, participando da patogénese da
lesdo renal induzida pela obesidade (HENEGAR et al., 2001; WAHBA; MAK, 2007;
PEREZ-TORRES et al., 2009; DEJI et al., 2009).

A obesidade e hipertensao sao caracterizadas pela presencga de infiltrado intersticial
de macrofagos e mondcitos e produgdao anormal de citocinas pro-inflamatorias no
tecido renal (OHTOMO et al., 2010; RODRIGUEZ-ITURBE et al., 2004). Os
macrofagos sao células potencialmente capazes de produzir varios produtos
citotoxicos, incluindo espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio,
quimiocinas, citocinas e All, os quais podem promover e intensificar a lesédo tecidual
(RODRIGUEZ-ITURBE et al., 2004; NAVA et al., 2002). As citocinas, por sua vez,
podem atuar induzindo proliferacdo celular e modificacdo de seus fendtipos,
contribuindo para as alteragées da estrutura e funcéo renal (OHTOMO et al., 2010).
Além disso, a propria lesdo das células tubulares pode resultar em liberagédo de
quimiocinas e citocinas, recrutamento de macréfagos e consequente estimulagcéo

dos fibroblastos, os quais estdo diretamente envolvidos no processo de fibrose
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intersticial (RIYUZO; SOARES, 2002).

A presenca de linfocitos parece estar relacionada também com a modulagdo da
resposta inflamatdria e pode atuar intensificando a lesao tecidual. Os linfocitos T sao
capazes de sintetizar TGF- (transforming growth factor-3), citocina classicamente
conhecida por estimular a producdo de colageno pelos fibroblastos e inibir a
produgcdo de enzimas responsaveis pela degradacdo da matriz extracelular
(PETERS et al., 2004; STRUTZ; NEILSON, 1994). Foi também demonstrado que a
infiltracao tubulo-intersticial de linfécitos e macréfagos esta associada com a geragao
de ERO e All em alguns modelos experimentais de lesdo renal (RANGAN et al.,
1999; NAVA et al.,, 2003; SOARES et al., 2006). A utilizacao de agentes anti-
inflamatorios e antioxidantes reduz o infiltrado inflamatério e promove a melhora ou
prevencao da hipertensdao (MULLER et al., 2000; TIAN et al., 2005).

Estudos com modelos experimentais evidenciam que a inflamacéao renal participa da
patogénese da hipertensdo devido a retengcdo de sodio causada pelo acumulo de
células produtoras de All no tecido renal (RODRIGUEZ-ITURBE et al., 2002b). Tanto
a enzima conversora da angiotensina, quanto a propria All, sdo expressas por
linfocitos T e macréfagos nos tecidos renais em modelos experimentais de
hipertensdo, e o acumulo dessas células parece ser a razado primaria para a
retencdo de sdédio (COSTEROUSSE et al., 1993; RODRIGUEZ-ITURBE et al.,
2002a). O aumento da producdo de All renal promove diminuicdo da TFG, com
consequente reducao da carga de filtracdo de sddio; aumento da reabsorgao tubular
de sddio; impedimento da natriurese pressoérica; sinalizagdo em cascata de fatores
de transcrigao inflamatérios e producao de superéxido mediada pela estimulagao da
NAD(P)H oxidase (RODRIGUEZ-ITURBE et al., 2004).

Todos esses fatores em conjunto podem contribuir potencialmente para a retencéo
de sodio e consequente aumento da pressdo sanguinea e para perda progressiva da
funcdo renal. Portanto, o processo de lesdo renal pode ser resultante de uma
complexa relagao entre o infiltrado de células imunes, lesdo de células tubulares e
estresse oxidativo, resultando na produgao de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento celular, os quais podem estar envolvidos na patogénese da leséo renal

induzida pela obesidade.
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Existem evidéncias que mostram a participacdo do NF-kB (fator nuclear kapa B) na
patogénese de varias doencas renais. (BARNES; KARIN, 1997; CHEN et al., 1999;
RANGAN et al., 1999; GUIJARRO; EGIDO, 2001). O NF-kB controla a transcricao
de muitos genes celulares que regulam a resposta inflamatéria, a sobrevivéncia e a
proliferacdo celular. Esse fator esta localizado no citosol como um dimero de
componentes protéicos (p50/p65) ligado a uma subunidade inibitéria (IkB) que o
mantém inativo no citoplasma (MASSY et al.,, 1999; GUIJARRO; EGIDO, 2001;
BIRBACH et al., 2002).

O NF-xB pode ser ativado por diferentes fatores, incluindo All, endotelina,
mitégenos, interleucinas (IL-1, IL-2), TNFa, virus, estresse mecanico e oxidativo
(HILL; TREISMAN, 1995; CHEN et al., 1999; GOMEZ-GARRE et al., 2001; VAN
DEN BERG et al., 2001). O NF-xB ativado aumenta a expressédo de varios genes
envolvidos na inflamagcdo, como citocinas, moléculas de adesido vascular e
intracelular, fatores quimiotaticos para monécitos e macréfagos (MCP-1), IL-1, IL-6,
IL-8, enzimas relacionadas com inflamacao iNOS (6xido nitrico sintetase induzivel) e
fosfolipases (HILL; TREISMAN, 1995; GUIJARRO; EGIDO, 2001; VAN DEN BERG
et al., 2001). Existem também evidéncias demonstrando o envolvimento do NF-kB
na obesidade (PERCY et al., 2009; PHILIP et al., 2009). A dieta hiperlipidica em
ratos Zucker obesos promove maior expressao do RNAm para NF-kB e TNF-a no
cortex renal (PHILIP et al.,, 2009) desses animais. Dessa forma, os disturbios
hemodinamicos, metabdlicos e inflamatoérios caracteristicos da obesidade podem
promover um impacto desfavoravel sobre a fungao e estrutura renal e contribuir para
iniciacao e evolugao de lesdes renais. A perpetuacao desses processos pode causar
a perda progressiva de néfrons funcionantes, resultando na forma mais severa de

hipertensao arterial.

2.3 Obesidade, Rim e Estrégenos

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a menopausa é definida como a
cessacao permanente dos ciclos menstruais, resultante da perda da funcao folicular
ovariana ou da remocao cirurgica dos ovarios (WHO, 1996), cujas alteragdes
hormonais resultantes, sobretudo a reducéo dos niveis plasmaticos dos estrogenos,

estdo frequentemente associadas a obesidade, bem como a maior incidéncia de
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doencgas cardiovasculares.

A menor incidéncia de doencgas cardiovasculares em mulheres antes da menopausa
tem levantado a hipdtese de que o estrogeno seja responsavel por protecao
cardiovascular (MENDELSOHN; KARAS, 1999; MEERSMAN et al., 1998; KHALIL,
2005). Estudos com mulheres na pos-menopausa vém demonstrando efeitos
benéficos da terapia de reposi¢gao hormonal no sistema cardiovascular. Mendelsohn
e Karas (1999) demonstraram que a terapia com estrogeno reduz em 35 a 50% o
risco primario de doengas cardiovasculares em mulheres na pos-menopausa

previamente saudaveis.

Varios mecanismos tém sido propostos na tentativa de elucidar os efeitos benéficos
do estrogeno no sistema cardiovascular, como por exemplo, reducdo da pressao
arterial (CAGNACCI et al., 1999; WEST et al., 2001), alteragcbes no metabolismo
lipidico (HIGASHI et al., 2001) e efeitos antioxidantes (RUIZ-LARREA et al., 2000). A
reducao da pressao arterial ja foi relatada em ratas espontaneamente hipertensas
(SHR) (HOEG et al.,, 1977; WILLIANS et al.,, 1988) e em mulheres na poés-
menopausa em uso de terapia de reposicao hormonal (CAGNACCI et al., 1999;
WEST et al., 2001). Este efeito hipotensor pode ser resultado de efeitos diretos do
estrogeno na atividade dos canais ibnicos, como também por alteragdes na sintese
e/ou atividade de substancias vasodilatadoras como oxido nitrico (DUBEY;
JACKSON, 2001).

As mulheres no periodo da pds-menopausa tendem a acumular mais gordura nos
seus depdsitos intra-abdominais do que mulheres na pré-menopausa, resultando em
maior risco de desenvolver complicagcbes associadas a obesidade (LOBO, 2008;
BROWN; CLEGG, 2010). Os estrégenos promovem acumulo de gordura subcutanea
e a sua deficiéncia esta associada com aumento da gordura abdominal. Estes
horménios atenuam os efeitos do receptor a2A-adrenérgico no tecido adiposo
subcuténeo, reduzindo a lipdlise (PEDERSEN et al., 2004; SHI; CLEGG, 2009),
podendo parcialmente explicar a maior deposicdo subcutanea de gordura em
mulheres na pré-menopausa quando comparadas aos homens. Assim, no periodo
da pré-menopausa, o estradiol promove deposi¢do subcutanea do tecido adiposo,
enquanto que o padrao de deposi¢ao, tanto em homens quanto em mulheres na

pos-menopausa, € predominantemente visceral (DUBEY; JACKSON, 2001). Essas
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observagdes sugerem que a redugao dos niveis plasmaticos de estradiol no periodo
da pods-menopausa pode contribuir, pelo menos em parte, para 0 aumento da
adiposidade visceral, o qual pode estar correlacionado com maior risco de
desenvolvimento de doengas cardiovasculares, diabetes mellitos tipo 2, hipertensao

e outras desordens verificadas durante esse periodo.

Além dos efeitos centrais dos estrogenos regulando o consumo e o gasto
energético, o estradiol também possui efeitos diretos sobre o tecido adiposo, tais
como: 1) inibicdo da lipogénese, via reducao da atividade da lipoproteina lipase
(LPL), enzima que regula a captacao de lipidios pelos adipécitos (HOMMA et al.,
2000); 2) aumento da lipdlise, via aumento da atividade da enzima lipase hormonio-
sensivel (PALIN et al., 2003), bem como aumentando o efeito lipolitico da epinefrina
(ACKERMAN et al., 1981); e 3) aumento da beta-oxidacdo (MISSO et al., 2003),
colaborando para a reducdo dos estoques de tecido adiposo. Os mecanismos
moleculares pelos quais o estradiol exerce esses efeitos ndo sado totalmente
esclarecidos, entretanto ha fortes evidéncias que a sinalizagdo do 17 B-estradiol via
receptor alfa (ER-a) seja a principal via responsavel pela modulagao desse horménio
sobre o tecido adiposo (HEINE et al., 2000; JONES et al., 2000).

Estudos demonstraram que mulheres na pré-menopausa sao protegidas da
progressao da doenga renal quando comparadas aos homens de mesma idade,
contudo apos o periodo da pds-menopausa a deterioragdo progressiva dos rins
torna-se semelhante em ambos os sexos (SILBIGER; NEUGARTEN, 1995; MARIC
et al., 2004). Reckelhoff; Fortepiani, (2004) demonstraram que a redug¢ao dos niveis
plasmaticos de estradiol pode ter contribuido para o aumento da pressao arterial
média, bem como para a reducdo da TFG em ratas SHR ovariectomizadas. Outro
estudo demonstrou que a ovariectomia contribuiu para 0 aumento da excregao
urinaria de proteinas, enquanto que a terapia com reposi¢ao de estradiol reverteu
essa alteracdo em ratas com sindrome metabdlica induzida por dieta (PEREZ-
TORRES et al., 2009). Além disso, um estudo com ratos Wistar demonstrou que a
hemodinamica e resposta renal a All sdo diferentes entre os sexos (MUNGER,;
BAYLIS, 1988; RECKELLOFF, 2001). Nesses animais, a TFG e o FPR sao mais
elevados, enquanto que a resisténcia da arteriola aferente € mais baixa em ratos
machos quando comparados a fémeas intactas. Contudo, parece que a ovariectomia

baniu as diferencas desses parametros entre machos e fémeas, sugerindo que o
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estradiol pode ser responsavel, pelo menos em parte, pela protecdo renal em
fémeas. Um outro estudo em humanos demonstrou que a infusdo de All provocou
um declinio do FPR tanto em homens quanto em mulheres em idade fértil, no
entanto, a TFG nos homens mostrou-se inalterada, resultando em um aumento da
fracao de filtracdo. Ja em mulheres, tanto o FPR quanto a TFG sofreram um declinio
em resposta a infusdo de All, sugerindo que mulheres respondem diferentemente a
All, com menor aumento da fragao de filtracao (FF) e possivelmente com um menor
aumento da pressao intraglomerular, quando comparadas aos homens (MILLER;
ANACTA; CATTRAN, 1999). A reducgao na resisténcia pré-glomerular, observadas
tanto em homens quanto em animais experimentais, esta associada ao aumento da
lesdo glomerular, se particularmente existir aumento concomitante da presséao
sanguinea (MUNGER; BAYLIS, 1988).

Estudos experimentais tém confirmado o envolvimento do estradiol na protecédo da
funcdo e estrutura renal em modelos de sindrome metabdlica induzida por dieta.
Esses estudos demonstraram que a ovariectomia em animais experimentais resulta
em aumento do tecido adiposo visceral, associado as alteragdes do perfil lipidico e
metabdlico, proteinuria, aumento da pressado arterial e alteracbes da fungao e
estrutura renal (PEREZ-TORRES, et al., 2009; PARK et al., 2010; COHEN et al.,
2010), fornecendo fortes evidéncias que os hormdnios ovarianos podem, pelo
menos em parte, ser responsaveis pela protecdo cardiovascular e renal nesses

animais.

Varios mecanismos tém sido propostos a fim de explicar a fungado do estradiol como
um fator renoprotetor. Considerando que o acumulo de proteinas da matriz
extracelular € um dos eventos iniciais no desenvolvimento da glomeruloesclerose, o
estradiol pode limitar o remodelamento glomerular suprimindo a sintese de
colagenos pelas células mesangiais, via reducdo da atividade da ECA e
consequente reducado dos niveis plasmaticos e renais de All (JI et al., 2008), bem
como via inibicdo do TGF-B (SILBIGER et al., 1998; DIXON; MARIC, 2007), fator
envolvido no aumento da matriz glomerular, que intermedeia os efeitos mitogénicos
da All e da endotelina | sobre as células mesangiais. O estradiol também reduz a
inflamacéao e a sintese de homocisteina (BRUSCHI et al., 2004; KARIM et al., 2010),
um aminoacido sulfurado enddgeno capaz de causar lesdao de poddcitos e

glomeruloesclerose (ZHANG et al., 2010), bem como atenua o estresse oxidativo,
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reduzindo a producdo de superdxido e peroxidacado lipidica (JI et al., 2007;
SULLIVAN et al., 2009).

Os mecanismos pelos quais a obesidade promove seus efeitos sobre os rins ainda
sao pouco compreendidos. Além disso, existem poucos estudos demonstrando a
relacdo entre obesidade e as alteragdes iniciais de fungdo e estrutura renal,
associado ao perfil inflamatério, principalmente no periodo de diminuicdo dos
horm&nios ovarianos. Portanto, dentre os objetivos do nosso estudo destacam-se o
desenvolvimento de um modelo experimental de obesidade induzida por dieta
hiperlipidica que possa ser utilizado para estudar os efeitos da dieta rica em gordura

sobre os parametros renais e o perfil inflamatoério em ratas ovariectomizadas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os parametros de funcédo e estrutura renal e o perfil inflamatério em um

modelo de obesidade induzida por dieta hiperlipidica em ratas ovariectomizadas.

3.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar a fungao renal de ratas ovariectomizadas e sham submetidas a dieta

controle ou hiperlipidica;

2. Avaliar a estrutura renal de ratas ovariectomizadas e sham submetidas as

dietas hiperlipidica ou controle;

3. Avaliar o grau de lesao tubular no cértex renal de ratas ovariectomizadas e

sham submetidas as dietas hiperlipidica ou controle;

4. Analisar a proliferacao celular no cértex renal de ratas ovariectomizadas e

sham submetidas as dietas hiperlipidica ou controle

5. Determinar o numero de macrofagos/mondcitos, linfocitos e NF-kB) no cértex
renal de ratas ovariectomizadas e sham submetidas as dietas hiperlipidica ou

controle;

6. Analisar a expressdao de Angiotensina Il (All) no cértex renal de ratas

ovariectomizadas e sham submetidas as dietas hiperlipidica ou controle;

7. Analisar a expressao génica de TNF-a e IL-6 no tecido renal de ratas

ovariectomizadas e sham submetidas as dietas hiperlipidica ou controle;
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4 HIPOTESES

1. O fornecimento da dieta hiperlipidica por um periodo de 24 semanas contribui
para o desenvolvimento de lesdo renal, com alteragbes estruturais e

funcionais em animais experimentais;

2. A reducao de hormdnios ovarianos acentua o grau de lesdo renal em ratas

submetidas a dieta hiperlipidica.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizadas 26 ratas Wistar de 10 semanas de idade, cujo peso corporal inicial
variava em torno de 150 a 200 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 Saude - 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 ragao. O protocolo experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animal Experimental da Universidade

Estadual de Feira de Santana (Protocolo numero 028/08).

5.2 Procedimentos Experimentais

Os animais consumiram ragao padronizada controle (Pragsolu¢des Biociéncias, SP)
durante uma semana para aclimatagdo. Apos a aclimatagao, os animais receberam
os seguintes tratamentos dietéticos, por um periodo de 24 semanas: 1) Dieta
Hiperlipidica (dieta contendo 54,4% do total de calorias oriundas de gordura); ou 2)
Dieta Controle (ragao padronizada AIN 93 M — Pragsolugdes Biociéncias, SP). Para
simular o quadro de pdés-menopausa, as ratas foram ovariectomizadas com 10
semanas de idade, ou submetidas ao estresse cirurgico através de uma cirurgia
ficticia com a preservacdo de seus ovarios (cirurgia sham). Os animais foram
randomizados e divididos em 4 grupos distintos: DCS - Ratas submetidas a dieta
controle e cirurgia sham (n=6); DCO - Ratas submetidas a dieta controle e
ovariectomia (n=6); DLS — Ratas submetidas a dieta lipidica e cirurgia sham (n=6);
DLO — Ratas submetidas a dieta lipidica e ovariectomia (n=8). O peso e a pressao
arterial (PA) foram determinados semanalmente, e amostras de sangue e urina
foram coletadas ao longo do periodo experimental para a analise dos parametros de
funcdo renal. Ao término das 24 semanas, os animais foram sacrificados por
decapitagdo e os rins removidos. O rim esquerdo foi fixado para os estudos
histolégicos, morfométricos e imunoistoquimicos, enquanto que o rim direito foi

imediatamente congelado em nitrogénio liquido e mantidos a -20°C para analise de
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expressao génica de TNF-a e IL-6. Os depésitos 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
tubos heparinizados e submetido a centrifugacao para separagao do plasma, o qual

foi armazenado sob refrigeracéo a - 20°C para analise da funcao renal.

5.3 Dietas

As dietas experimentais foram calculadas com base na recomendacao para dietas
de roedores de laboratérios, elaborada pelo American Institute of Nutrition e
reportada por Reeves et al. (1993). As proporgdes dos ingredientes das dietas
experimentais, expressas na matéria seca, encontram-se descrita na Tabela 1,
enquanto que a composi¢cao bromatologica, calculada com base nos valores das
analises laboratoriais dos alimentos e da propor¢ao dos ingredientes, encontra-se
descrita na Tabela 2. As contribuicbes das fragdes de proteinas, carboidratos e
gorduras no total de energia metabolizavel das dietas experimentais encontram-se
descritas na Tabela 3.

Tabela 1 — Propor¢des dos ingredientes nas dietas experimentais controle (DC) e
hiperlipidicas (DL).

Ingredientes bc - DL

% MS
Amido de milho 37,38 13,88
Farelo de soja 30,50 30,50
Sacarose 6,50 6,00
Sebo bovino 0,0 24,00
Maltodextrina 10,00 10,00
Gordura Protegida de soja 7,5 7,50
Celulose Microcristalizada 3,17 3,17
L-cistina 0,30 0,30
Cloreto de colina 0,15 0,15
Mistura mineral (AIN-93M-MX)1 3,50 3,50
Mistura Vitaminica (AIN-93-VX)* 1,00 1,00

! Mistura mineral AIN-93G-MX: 35,7% de carbonato de calcio; 25% de fosfato monabasico de potassio; 7,4% de cloreto de
sédio; 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 po-
tassio; 0,001% de selenito de sédio; 0,0008% de paramobdato de aménia; 0,145% de metasilicato de sédio; 0,0275% de
sulfato de potassio e cromo; 0,0082% de acido bérico; 0,00635% de fluoreto de sédio; 0,00318% de carbonato de niquel;
0,00174% de cloreto de litio; 0,00066% vanadato de amdnio; 20,98% de sacarose em po.



Ingredientes bC DL
g % MS
Tert-butil-hidroquinona (BHT) 0,001 0,003
Total 100,00 100,00
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Tabela 2 — Composigao bromatologica das dietas experimentais controle (DC) e

hiperlipidicas (DL).

Dietas Experimentais

Item o0 DL
Matéria seca (g.kg '1) 82,93 85,25
Cinzas (g.kg™) 2,78 2,74
Proteina Bruta (g.kg'1) 15,1 15,0
Extrato etéreo (g.kg'1) 6,97 30,85
Carboidratos totais (g.kg'1) 66,76 42,97

Valores estimados de energia metabolizavel

Energia Metabolizavel (Mcal.kg'1)

3,99

Tabela 3 — Contribuicdo das fracbes de proteinas, carboidratos e gorduras no total
da energia metabolizavel nas dietas experimentais.

Item

Dietas experimentais

DC

DL

Energia Metabolizavel (Mcallkg'1)

3,99

5,19

% de contribuicao das fracdes dietéticas na Energia Metabolizavel

Proteina
Carboidratos
Gorduras

Vitaminas

32,36

54,25

12,39
1,00

24,89
23,24
51,1
0,77

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

maltodextrina na composig¢ao dos carboidratos totais nas dietas experimentais.

Item

Dietas experimentais

DC

DL

Carboidratos totais (g.kg'1)

66,76

42,97

2 Mistura vitaminica AIN-93-VX- Composi¢ao de vitaminas por kg de dieta: 30mg de acido nicotinico; 15mg de acido pantoténi-
co; 6mg de piridoxina; 5mg de tiamina; 6mg de riboflavina; 2mg de acido folico; 750ug de vitamina K; 200ug de D-biotina;

25ug de vitamina B-12; 4000UI de vitamina A; 1000UI de vitamina D3; 75Ul vitamina E.
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Contribuicao das fontes de carboidratos na dieta (g.kg'1)

Amido de milho 37,06 13,76

Farelo de soja 13,42 13,42
Sacarose 6,49 5,99
Maltodextrina 9,8 9,8

5.4 Procedimento cirurgico

Para a realizagao da ovariectomia ou cirurgia sham, 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, os ovarios foram removidos
e 0 musculo e a pele, suturados. Como medida profilatica de infecgao pos-
operatoria, os animais receberam a dose de 5mg/Kg de antibiético enrofloxacino
(Flotril® 2,5%). Com a finalidade de confirmar a ovariectomia foi realizado o ciclo
estral dos animais por meio de esfregaco do lavado vaginal e apés o sacrificio dos

animais foi verificada se houve atrofia uterina.

5.5 Determinagao da Pressao Arterial e do Peso Corporal

As determinacdes de peso, pressao arterial sistdlica, diastolica e média e frequéncia
cardiaca foram realizadas semanalmente, com as ratas acordadas, em ambiente
livre de ruidos para evitar estresse do animal e consequente interferéncias nos
resultados. Os animais foram aquecidos a 35°C por 5 minutos para determinacao da
pressdao pelo método de pletismografia de cauda (LE 5001 Electro-

Sphygmomanometer - Panlab, Spain).

5.6 Analise da Funcao Renal

Para avaliacdo da funcao renal, amostras de urinas de 24 horas foram coletadas ao
longo do periodo experimental. Para tanto, a cada 60 dias, os animais foram
introduzidos em gaiolas metabdlicas por um periodo de 72 horas, sendo as primeiras
24 horas destinadas a adaptacéao, nas quais nao foram coletadas amostras de urina.

O fluxo urinario foi entdo determinado a partir do volume urinario coletado no periodo
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de 24 horas. Amostras de sangue foram obtidas nos mesmos periodos através de
incisdo na ponta da cauda dos animais, previamente aquecidos em caixa térmica. O
sangue foi coletado em tubos heparinizados e imediatamente centrifugado para
separagao do plasma, o qual foi armazenado a -20°C para posteriores analises da

funcao renal.

5.6.1 Quantificagdo de creatinina nas amostras de sangue e de urina

A analise de creatinina nas amostras de sangue e urina foi realizada pelo método
colorimétrico utilizando acido picrico (Labtest®) (HAYGEN, 1953). O principio dessa
técnica se fundamenta no fato da creatinina e outros cromoégenos do plasma
reagirem com o acido picrico em meio alcalino formando o picrato de creatinina e os
cromogenos-picrato, respectivamente, dando a solu¢gao uma coloragdo amarelada. A
coloracdo foi medida em espectrofotbmetro e absor¢gdo maxima de 510nm. O
plasma foi acidificado para quantificar a creatinina verdadeira contida no plasma. A
analise da creatinina urinaria foi feita seguindo o mesmo principio descrito acima,
excluindo a etapa de acidificacdo. A taxa de filtracdo glomerular (TFG®) foi

determinada pelo Clearance de Creatinina.

5.6.2 Quantificagdo de Na* e K* nas amostras de sangue e de urina

A dosagem de soédio e potassio foi realizada por fotometria de chama (Mod. 910,
Analyser, Sao Paulo, Brazil). Essa técnica baseia-se na espectroscopia atdbmica, na
qual a aspiragao da amostra diluida contendo cations é nebulizada e levada a uma
chama. A radiagdo emitida possui diferentes comprimentos de onda, que sé&o
caracteristicos para cada elemento quimico contido na amostra. O fotdbmetro permite
a separagao das radiagbes com comprimentos de onda distintos, de modo que o
comprimento de onda emitido por um determinado ion € proporcional a sua
concentragdo na solugcdo (OKUMURA; CAVALHEIRO, 2004). Apods as

determinagdes das concentracdes plasmaticas e urinarias dos ions Na* e K* foram

Concentragdo de Creatinina Urindria x Volume Urindrio

* TFG = - = —
Concentragdo de Creatinina Plasmética
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calculadas as cargas e as fracdes de excregdo (FE)* desses ions.

5.6.3 Quantificagdo da proteina urinaria

A quantificacdo da proteina urinaria foi realizada pelo método colorimétrico,
utilizando o kit comercial Sensiprot (Labtest®, MG, Brasil). Esse teste baseia-se na
formagdo de um complexo resultante da reacao entre o vermelho de pirogalol e o
molibdato de sédio. Tal complexo, quando combinado com a proteina existente na
urina (meio acido), desenvolve um cromoforo azul. A intensidade da coloragao
formada é entdo quantificada em absorbancia de 600 nm, sendo proporcional a

concentracao de proteina presente na amostra.

5.6.4 Quantificagdo da Albumina Urinaria

A excrecao urinaria de albumina foi avaliada pelo método do eletroimunoensaio
(LAURELL, 1972; COIMBRA et al.,, 1983) em amostras de 24 horas coletadas.
Foram utilizados nesse processo anticorpo anti-albumina de rato, solugbes padrbes
de albumina de rato (0,04, 0,06 e 0,10 mg/ml), agarose tipo Il (Sigma) e tampao tris-
acetato, pH 8,6. As amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
contendo anti-albumina de rato e as placas com o gel foram processadas e 0s picos
corados. As alturas dos picos foram utilizadas para calcular as concentragdes de
albumina urinaria, de modo que a altura desses picos no gel é proporcional a

concentracao de albumina urinaria.

5.7 Analise Histologica Renal

Apods o sacrificio, os animais tiveram seus rins removidos e fixados em solugéo de
methacarn (metanol 60%, cloroférmio 30% e acido acético 10%) durante um periodo
de 24 horas e, ap6s esse periodo, o fixador foi substituido por alcool etilico hidratado
70° INPM. O tecido renal foi entdo parafinizado, cortado em fatias de 4 ym de
espessura e corado com tricromio de Masson para avaliagdo do comprometimento

glomerular e tubulo-intersticial do cértex renal dos animais.

Concentracio de Na*® Urindrio x Concentracdo de Creatinina Plasmética
* FENa = § § x 100

Concentragdo de Na* Plasmdtico x Concentrag@o de Creatinina Urindria




44

5.7.1 Lesodes Tubulo-intersticiais

As lesbdes tubulo-intersticiais (LTI), caracterizadas por dilatagcdo ou atrofia tubular,
fibrose intersticial e infiltrado de células inflamatdrias foram avaliadas em 30 campos
seguidos e graduadas segundo o escore semiquantitativo preconizado por Shih et al.
(1988): escore 0: nenhuma lesao; escore 0,5: pequenas areas de lesdes discretas e
focais; escore 1: lesdo atingindo uma area < 10% do cortex; escore 2: lesao
atingindo uma area de 10-25%: escore 3: lesao atingindo uma area de 25-75% e

escore 4: lesao extensa e difusa atingindo uma area > que 75%.

5.7.2 Glomeruloesclerose

A glomeruloesclerose foi avaliada em 100 glomérulos de cada animal, cuja extensao
foi graduada segundo o escore semiquantitativo: escore 0, glomérulo normal; escore
1, area esclerética até 25% (esclerose minima); escore 2, area esclerotica de 25 a
50% (esclerose moderada); escore 3, area esclerdtica de 50 a 75% (esclerose
moderada a severa); escore 4, area esclerética de 75% a 100% (esclerose severa).
O indice glomeruloescleroético (IGE) foi calculado segundo a formula: IGE = (1 x nq) +
(2 x n2) + (3 x n3) + (4 x ng) / nt, onde n; representa 0 numero de glomérulos com
escore 1, ny representa 0 numero de glomérulos com escore 2, n; representa o
numero de glomeérulos com escore 3 e n4 representa o0 numero de glomérulos com
escore 4 e ny representa o numero total de glomérulos avaliados (SAITO et al.,
1987).

5.8 Analise Morfométrica Glomerular

A analise morfométrica dos glomérulos foi feita pela medida da area do tufo de 30
glomérulos da regido cortical e 15 da regido corticomedular de cada animal dos
diferentes grupos experimentais. As imagens obtidas pela microscopia de luz 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.

5.9 Analise Imunoistoquimica para All, NF-kB, Linfécitos, Macroéfagos,
Vimentina e PCNA
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Além dos estudos histolégicos, o tecido renal foi submetido a analise
imunoistoquimica (FLANDERS et al., 1989; KLIEM et al., 1996; SOARES et al.,
2007). Para tanto, as seccoes de 4 uym de tecido renal foram desparafinizadas e
incubadas com anticorpos anti-Angiotensina Il (1/200), policlonal (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz®, CA, USA), anti-linfécitos (1/200), monoclonal (Harlan
Sera-Lab®), anti-NF-kB p65 (1/200), policlonal (Abcam®) durante a noite a 4°C, e
com anticorpos anti-ED-1 (macrofagos/mondcitos - 1/1000), monoclonal (AbD
serotec®), anti-vimentina, marcador de lesao tubular, (1/500), monoclonal (Dako®),
anti-antigeno nuclear de proliferacéo celular (PCNA - 1/1000), monoclonal (Sigma®)
durante 60 minutos em temperatura ambiente. O produto da reacéo foi detectado
pelo complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector Laboratories, Burlingame®, CA,
USA) e a cor desenvolvida com 3,3-diaminobenzidina (Easypath®). A

contracoloracgao foi feita com hematoxilina de Harris ou Metil green.

A avaliacdo dos resultados da imunorreagcdo para vimentina foi feita através de
escores que refletem a extensdo da area do cértex renal marcada, graduado da
seguinte forma: escore 0, representa 0 a 5% do campo marcado; escore 1,
representa 5 a 25% do campo marcado; escore 2 representa 25 a 50% do campo
marcado; escore 3 representa 50 a 75% do campo marcado e 4 representa 75 a
100% do campo marcado. Foram analisados 30 campos seguidos e determinado um
escore médio para cada rato (LEWERS et al., 1970). As analises das imunorreagdes
para mondcitos/macrofagos, angiotensina |Il, linfécitos, PCNA e NF-kB foram
realizadas através da contagem do numero de células ED-1, angiotensina I,
linfocitos, PCNA e NF-kB positivas, respectivamente, em 30 campos (0,245 mm?) do
compartimento tubulo intersticial do cértex renal, e determinado o numero médio de
células por campo para cada animal. Foi realizado um controle negativo para cada
reacao de imunoistoquimica, o qual foi submetido as mesmas condi¢cdées da reagao

correspondente, omitindo-se o anticorpo primario.

5.10 Analise da Expressao Génica Renal de TNF-a e IL-6

5.10.1 Extragdao de RNAmM

Apods o sacrificio, o rim direito foi removido, rapidamente congelado em nitrogénio
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liquido e congelados até o dia da extragdo do RNAm pelo método de thiocionato-
fenol-cloroférmio (CHOMCZYNSKI; SACCHI, 1987). Os tecidos foram triturados em
tubos estéreis contendo solugdo de fenol e isotiocianato de guanidina (BRAZOL®),
1ml/100mg de tecido. Em seguida foi adicionado cloroférmio a solugao (0,2
ml/100mg de tecido) e posteriormente centrifugado (10.000 g, 4°C, 15 min). O
sobrenadante contendo o RNA total foi transferido para um novo tubo contendo
isopropanol (0,5ml), o qual foi submetido a nova centrifugagcao (12000 g, 4°C, 20
minutos). O precipitado de RNA foi lavado com etanol a 75%, seguido de nova
centrifugacao (9500 g, 4°C, 5 minutos), e apds secagem, ressuspendido em 50 ul de
agua livre de RNAse e DNAse. Apos a desnaturagao da cadeia em banho Maria por
10 minutos a 50°C, foi feita a quantificacdo do RNA em espectrofotdbmetro SP-
2000UV-VIS® (Spectrum, Shanghai) com comprimento de onda 260/280nm.

5.10.2 Transcricao Reversa

A transcricao reversa a partir do RNAm foi feita utilizando-se oligonucleotideos
complementares a cauda poli-A do RNAmM. Um volume correspondente a 1ug de
RNA foi adicionado a 1yl de oligo DT e agua ultra-pura tratada com
dietilpirocarbonato (DEPEC) (LGC Biotecnologia) suficiente para completar um
volume de 5ul, seguido de aquecimento a 70°C e rapido resfriamento para
interromper a reacdo. Em 5 pl dessa solugdo, adicionou-se 4ul de tampao 10x
(ImProm), 1 ul de desoxirribonucleotideo trifosfatado (dNTP), 1,6 pl de MgCls,, 6,4 ul
de nuclease free water, 1yl de inibidor e 1ul de enzima transcriptase reversa
(Moloney Murine Leukemia Virus). Essa solugao foi aquecida a 40°C por 60 minutos
para sintese de cDNA, em seguida a 25°C por 5 minutos e por fim a 42°C por 60

minutos.

5.10.3 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

Para a amplificagdo do cDNA do gene do TNF-a foi realizada a reagao em cadeia da
polimerase (PCR) utilizando-se uma combinacédo de dois oligonucleotideos com as
seguintes sequéncias: Senso 5' TTG CTT CTT CCC TGT TCC 3' e Anti-senso 5'
CTG GGC AGC GTT TAT TCT 3'. As reagdes de PCR foram realizadas em um
volume final de 25uL e as condicdes estabelecidas para amplificagao incluiram: 0,2

ML de cada oligonucleotideo concentrados a 10 pmol, 1 uyL de cDNA, 25 ul do kit
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comercial para PCR (2x PCR Mix® - LGC Biotecnologia) e 23,6 uL de agua DEPEC.
As reacbes de PCR foram conduzidas em um termociclador (Longene) e as
condigdes de ciclagem incluiram uma desnaturagao inicial de 94°C por 6 minutos,
seguida de 35 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto,

finalizando com uma etapa de extensao de 72°C por 7 minutos.

Ja para a amplificacdo do cDNA do gene da IL-6 foi realizada a PCR utilizando-se a
seguinte combinacgao de nucleotideos: Senso 5' CTA GGA AGA ACT GGC AAT ATG
3' e Anti-senso 5' AAA CCA TCT GGC TAG GTA 3'. As reacdes da PCR foram
realizadas com os mesmos reagentes e volumes descritos para a amplificacdo do
cDNA do gene TNF-a. As reacdes de PCR foram conduzidas com as seguintes
condigdes de ciclagem: desnaturagao inicial de 95°C por 1 minutos, seguida de 25
ciclos de 95°C por 30 segundos, 53°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos,

finalizando com uma etapa de extensao de 72°C por 7 minutos.

Por fim, para a amplificacdo do cDNA do gene [B-actina utilizou-se o0s seguintes
nucleotideos: Senso 5' ACG CAC GAT TTC CCT CTC 3' e Anti-senso 5' GAC CTT
CAA CAC CCC AGC 3'. As reacdoes da PCR foram realizadas com os mesmos
reagentes e volumes descritos acima. As reagdes de PCR foram conduzidas com as
seguintes condi¢cdes de ciclagem: desnaturacao inicial de 95°C por 1 minutos,
seguida de 25 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 30

segundos, finalizando com uma etapa de extensao de 72°C por 7 minutos.

5.10.4 Eletroforese

As amostras amplificadas pela PCR foram submetidas a corrida eletroforética em gel
de agarose 1% em TAE 1X corado com brometo de etideo (1 pg/ml). As amostras
aplicadas em gel foram preparadas utilizando-se 02 pL de corante de corrida (0,25%
de azul de bromofenol e 40% de glicerol) e 15 pyL do produto amplificado. Os géis
foram visualizados por meio do transiluminador de luz ultravioleta. Os fragmentos
amplificados foram comparados ao marcador de peso molecular 100 pb DNA ladder
a fim de confirmar se os tamanhos de amplificacdo obtidos correspondiam aos
esperados. As imagens foram digitalizadas com a ajuda de um software LPix
Image® (Loccus Biotecnologia) e as analises densitométricas foram realizadas por

meio do software ImageQuant 5®. A B-actina foi utilizada como um controle interno.
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5.11 Analise Estatistica

Para a andlise dos dados foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, ndo paramétrico,
com comparagoes multiplas pelo teste de Dunn para analise dos resultados de fluxo
urinario, proteindria e microalbuminuria, enquanto os demais dados foram
submetidos a analise de variancia com comparagdes multiplas realizadas pelo teste
de Newman-Keuls. O nivel de significAncia adotado foi de p< 0,05 como

probabilidade minima aceitavel para a diferenga estatistica entre as médias.
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6 RESULTADOS

6.1 Peso Corporal e Tecido Adiposo Visceral

Os nossos resultados demonstraram aumento significativo do peso corporal das
ratas submetidas a dieta hiperlipidica e ovariectomizadas (DLO) quando comparado
ao peso das ratas submetidas a dieta controle e com cirurgia sham (DCS) (p<0,001),
das ratas submetidas a dieta controle e ovariectomizadas (DCO) (p<0,05) e das
ratas submetidas a dieta hiperlipidica e sham (DLS) (p<0,05), apds 24 semanas de
tratamento dietético (Figura 1). Semelhantemente, os pesos dos depdsitos de tecido
adiposo visceral foram maiores no grupo DLO quando comparados aos demais

grupos experimentais, conforme demonstrado na Tabela 5 e ilustrado na Figura 2.
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Figura 1 — Peso corporal médio de ratas submetidas a dieta controle e cirurgia sham (DCS), ratas
submetidas a dieta controle e ovariectomia (DCO), ratas submetidas a dieta hiperlipidica e cirurgia
sham (DLS) e de ratas submetidas a dieta hiperlipidica e ovariectomia (DLO), apdés 24 semanas de
fornecimento das dietas. *p<0,05 representa diferenga estatistica significativa quando comparado aos
grupos DCO e DLS; ***p<0,001 quando comparado ao grupo DCS.
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Figura 2 — Tecido adiposo abdominal de uma rata submetida a dieta controle e cirurgia sham (DCS)
(A e C) e de uma rata submetida a dieta hiperlipidica e ovariectomia (DLO) (B e D), apds 24 semanas
de fornecimento da dieta.

Tabela 5 — Comparagédo do peso corporal (g), dos pesos dos tecidos adiposos
abdominais (mg/pc), e ingestao caldrica (Kcal/dia) entre os grupos DCS, DCO, DLS
e DLO.

Tecidos DCS (mg/pc) DCO (mg/pc) DLS (mg/pc) DLO (mg/pc)
Peso Corporal 316,3+£19,1 356,6+16,7 343,8£12,9 423,9+16,4*
TAM 0,73+0,11 0,9110,14 1,28+0,22* 1,39+0,1**
TAP 1,53+0,37 2,09+0,32 2,61+0,25 2,92+0,39*
TAR 1,61+0,31 1,32+0,25 2,18+0,27 2,82+0,39"
Gordura Visceral Total 3,87+ 0,73 4,32+0,63 6,08+0,58 7,13+0,77"
Ingestao calérica 60.48+4.69 62.86+3.10 81.35+3.65" 79.13+3.13"

TAM, tecido adiposo mesentérico; TAP, tecido adiposo parametrial; TAR, tecido adiposo
retroperitoneal; mg/pc, miligramas por peso corporal. Dados sdo expressos como médiazEPM. **
p<0,01 representa diferenca estatistica significativa quando comparado aos grupos DCS; *p<0,05
quando comparado ao grupo DCS; #p<0,05 comparado ao grupo DCS e DCO.

6.2 Pressao Arterial e Frequéncia Cardiaca
Os resultados de pressao arterial (mmHg) demonstraram aumento da pressao

arterial sistdlica no grupo DLO, quando comparado ao grupo DCS, DCO e DLS,
medida 24 semanas ap6s o fornecimento das dietas (p<0,01) (Figura 3A). Os dados
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de pressao arterial média também revelaram niveis mais elevados no grupo DLO
(p<0,05) quando comparado aos animais do grupo DCS e DLS, mas nao foi
observada diferenga quando comparado ao grupo DCO (Figura 3C). Nao foram
observadas alteragdes significativas da pressao arterial diastélica (Figura 3B) ou

frequéncia cardiaca (Figura 3D) entre os grupos experimentais (Tabela 6).
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Figura 3 — Médias da pressao arterial sistolica (A), diastélica (B), média (C) e da frequéncia cardiaca
(D) de ratas submetidas a dieta controle e cirurgia sham (DCS), ratas submetidas a dieta controle e
ovariectomia (DCO), ratas submetidas a dieta hiperlipidica e cirurgia sham (DLS) e de ratas
submetidas a dieta hiperlipidica e ovariectomia (DLO), apds 24 semanas de fornecimento das dietas.
*p<0,05 representa diferenga estatistica significativa quando comparado aos grupos DCS e DLS;
**p<0,01 quando comparado ao grupo DCS, DCO e DLS.
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Tabela 6 —Pressao arterial sistdlica, pressao arterial diastolica, pressdo arterial média (mmHg) e
frequéncia cardiaca (bpm) dos grupos DCS, DCO, DLS e DLO.

Parametros Analisados DCS DCO DLS DLO
Pressao arterial sistdlica 109,7+1,70 109,1+£3,12 111,6+£1,05 120,6 £ 2,25*
Pressio arterial média 96,45+1,73 97,70+3,82 94,48+2,19 105,0+2,35"
Frequéncia cardiaca 428,1+4,26 400,9+10,00 392,7+14,30 411,316,46

Dados sao expressos como médiatEPM. *p<0,05 representa diferenga estatistica significativa
quando comparado aos grupos DCS, DCO e DLS; #p<0,05 quando comparado ao grupo DCS e DLS.

6.3 Funcao Renal

Quanto aos parametros de fungdo renal, os resultados revelaram redugao
significativa da fracdo de excrecdo de sodio (FENa®) no grupo DLO quando
comparado ao grupo DCS, DCO e DLS (p<0,05) (Figura 4). Os resultados
demonstraram também maior excreg¢ao urinaria de proteinas e de albumina nos
animais do grupo DLO quando comparados aos animais dos demais grupos
experimentais. Nao foram encontradas alteragdes significativas nos niveis
plasmaticos de creatinina, taxa de filtragdo glomerular e do fluxo urinario entre os

grupos experimentais (Tabela 7).

Tabela 7 — Parametros de fungao renal dos grupos experimentais DCS, DCO, DLS e
DLO.

i‘;’:ﬂgggz DCS DCo DLS DLO
Creatinina Plasma 0,540,11 0,74+0,04 0,650,09 0,600,10
TFG 0,460,12 0,350,08 0,3240,03 0,390,06
FENa' 0,38+0,07 0,42+0,05 0,40£0,07 0,18+0,02*
FEK® 70,14+14,3 49,24+17.6 50,1947,21 48,82+11,6
Fluxo Urinério 3,4(2,1: 18,9) 5,7(2,5: 6,9) 3,3(2,4: 6,9) 6,0(4,5; 6,9)
Proteinria 5,6(2,6; 9.3) 3,3(2,3; 3.4) 49(29:7.3)  12.9(5.4; 243)"
Microalbumindria | 02(0.1:0,7)  0,02(0,0:0,04)  04(0,1:06)  06(0.2; 1,0

Creatinina plasmatica (mg/dL); TFG = taxa de filtragdo glomerular (ml/min/100g); FENa'= fracéo de
excrecdo de sddio (%); FEK'= fracdo de excregao de potassio (%); Fluxo urinario (ul/min); Proteinuria
(mg/24h). Dados sado expressos como médiatEPM, com excegdo dos dados de fluxo urinario e
proteindria que sao expressos como mediana e percentil 25 e 75. *p<0,05 representa diferenga
estatistica significativa quando comparado aos grupos DCS, DCO e DLS; +p<0,05 comparado ao
grupo DCO; **p<0,01 comparado ao grupos DCO.
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Figura 4 — Fracao de excregao de sddio de ratas submetidas a dieta controle sham (DCS), ratas
submetidas a dieta controle e ovariectomia (DCO), ratas submetidas a dieta hiperlipidica sham (DLS)
e ratas submetidas a dieta hiperlipidica e ovariectomia (DLO). *p<0,05 representa diferenga
estatistica significativa quando comparado aos grupos DCS, DCO e DLS.

6.4 Analise Histologica e Morfométrica do Rim

Os estudos histoldgicos evidenciaram a presenca de discretas areas de lesdes,
porém significativas, com padrao focal de distribuicdo no compartimento tubulo-
intersticial do cortex renal (CTI) das ratas DLO quando comparada as ratas DCS,
DCO e DLS. Essas lesbes tubulo-intersticiais foram caracterizadas por infiltrado
inflamatodrio, atrofia e dilatagdo tubular e fibrose intersticial (Tabela 8, Figura 5 e
Figura 6). Semelhantemente, o indice glomeruloesclerético (IGE) dos animais do
grupo DLO foi significativamente maior quando comparado ao IGE dos animais dos
grupos DCS, DCO e DLS (Figura 7 e Figura 8). Os estudos morfométricos
demonstraram aumento da area do tufo glomerular dos glomérulos corticais das
ratas do grupo DLO quando comparadas as ratas do grupo DCS e DCO (p<0,05),
bem como dos animais do grupo DLS quando comparados aos animais dos grupos
DCS e DCO (Tabela 8, Figura 9A). Nao houve diferencas estatisticas na area do tufo
glomerular dos glomérulos cortico-medulares entre os grupos experimentais (Figura
9B).
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Figura 5 — Escore para les@es tubulo-intersticiais de ratas submetidas a dieta controle sham (DCS),
ratas submetidas a dieta controle ovariectomizadas (DCO), ratas submetidas a dieta hiperlipidica
sham (DLS) e ratas submetidas a dieta hiperlipidica e ovariectomia (DLO). ***p<0,001 representa
diferenca estatistica significativa quando comparado aos grupos DCS, DCO e DLS.

Figura 6 — Cortes histolégicos renais corados com Tricémio de Masson de ratas DCS (A), DCO (B) e

DLO (C e D). Notar em C e D a presenca de infiltrado de células inflamatdrias, atrofia e dilatagédo
tubulares, fibrose e glomeruloesclerose (20 x).



55

o
5

*k%*

o
P

o
-
1

o
o

Indice Glomeruloescleroético
o
N
1

rs

DCS DCO DLS DLO

Figura 7 — indice glomeruloesclerético analisado em 100 glomérulos de ratas submetidas a dieta
controle sham (DCS), ratas submetidas a dieta controle ovariectomizadas (DCO), ratas submetidas a
dieta hiperlipidica sham (DLS) e ratas submetidas a dieta hiperlipidica e ovariectomia (DLO). Dados
sdo expressos como médiatEPM. ***p<0,001 representa diferenga estatistica significativa quando
comparado aos grupos DCS, DCO e DLS.

Figura 8 — Cortes histoldgicos de rins corados com Tricdmio de Masson de ratas DCS (A), DCO (B), e
DLO (C e D). Notar em C e D areas de fibrose glomerular com redugdo da luz dos capilares
glomerulares e ades&o da capsula de Bowman (40x).
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Figura 9 — Morfometria da area do tufo de glomérulos corticais (A) e corticomedulares (B) de ratas
submetidas a dieta controle e cirurgia sham (DCS), ratas submetidas a dieta controle e ovariectomia
(DCO), ratas submetidas a dieta hiperlipidica e cirurgia sham (DLS) e de ratas submetidas a dieta
hiperlipidica e ovariectomia (DLO). Dados sao expressos como médiatEPM. *p<0,05 representa
diferencga estatistica significativa quando comparado aos grupos DCS e DCO.
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Tabela 8 — Parametros histolégicos e morfométricos de ratas DCS, DCO, DLS e
DLO.

Parametros analisados DCS DCO DLS DLO

Lesédo Tubulointersticial 0,14+0,06 0,11+0,05 0,14+0,03 0,50+0,05***

indice Glomeruloesclerético 0,07+ 0,016 0,07+ 0,012 0,03+ 0,011 0,28+ 0,044 ***
Area glomerular, pm2 dos GC 5843+311,5 574412324 6830+£317,8* 6835+208,6*
Area glomerular, me dos GCM 7938+421,5 69981366,5 831214496 8124+213,0

GC= glomérulos corticais; GCM= glomérulos corticomedulares. Dados s&o expressos como
médiatEPM, *p<0,05 representa diferenga estatistica significativa quando comparado aos grupos
DCS e DCO; ***p<0,001 quando comparado aos grupos DCS, DCO, DLS.

6.5 Expressao Renal de All, NF-kB e Marcadores de Macréfagos, Linfécitos,

Vimentina e PCNA

Os estudos imunoistoquimicos demonstraram aumento significativo do numero de
células ED-1 (macrofagos/mondcitos) (Figura 12 e Figura 13), linfocitos (Figura 14 e
Figura 15), PCNA (Figura 17 e Figura 16), NF-kB (Figura 18 e Figura 19) e
Angiotensina Il (All) (Figura 20 e Figura 21) positivas, com padrdao focal de
distribuicdo no CTI do cortex renal das ratas DLO, localizados predominantemente
nas areas lesadas, evidenciando a atividade das lesbes (Tabela 9). Os resultados
também revelaram uma maior imunomarcagao para vimentina, também com padrao
focal de distribuigdo no CTI do cértex renal das ratas do grupo DLO quando

comparadas as ratas do grupo DCO (p<0,05) (Figura 10 e Figura 11).

Tabela 9 — Estudos imunoistoquimicos de ratas DCS, DCO, DLS E DLO.

Grupos DCS DCO DLS DLO
Vimentina | 0,27+0,04 0,16x0,02  0,39+0,05 0,69+0,15*
ED-1 5,2+0,8 5,3+0,6 6,4+0,2 21,4£3,2***
Linfécitos 2,5+0,9 4,3+0,4 4,3+0,5 11,4+1,9*
PCNA 3,110,4 2,5+0,5 3,9+0,5 8,3+1,2**
NF-KB 1,96+0,42 1,57+0,37  2,20%0,27 6,74+1,48**"
All 1,38+0,32  2,49+0,62 1,70+0,48 5,52+0,82"

Dados sao expressos como médiatEPM. *p<0,05 representa diferenga estatistica significativa
quando comparado ao grupo DCO; **p<0,01 quando comparado aos grupos DCS e DCO; ***p<0,001
comparado aos grupos DCS, DCO e DLS; #p<0,05 comparado ao grupo DLS; ##p<0,01 comparado
aos grupos DCS, DCO e DLS.



1.0+
©
=
s 0.8+
£
'S 0.6+
o
8 04+
o T
8 0.2+ ——
N
LLl
0.0 r T
DCS DCO

DLS

DLO

58

Figura 10 — Escore para vimentina no CTI do cértex renal de ratas submetidas a dieta controle sham
(DCS), ratas submetidas a dieta controle ovariectomizadas (DCO), ratas submetidas a dieta
hiperlipidica sham (DLS) e de ratas submetidas a dieta hiperlipidica ovariectomizadas (DLO). Dados
sdo expressos como médiatEPM. *p<0,05 representa diferenga estatistica significativa quando

comparado aos grupos DCS e DCO.

e 3
("%5:-‘:; <y ,g\"@':?

Rtk

>
et ! Jn

e o) .
f * “':r w.a ”
’:’.)’qnﬁ'~ °
CRUPET
W% ey
A 8 &\;" >
{. (“': "
o/ & ' ']
4 ) "l -
¥ ) a¥
\“ ey o »Q"’;ﬁ 'ﬂ:. \
P 2‘4'. 3 __.V»'v'"‘" e
N Ry . M -
L:', '\:‘. O . .. '. )
o R
o S Sl A
AN DRl AP S
y 2 "o % :’1'_ .".‘
s | L = -..l.. ‘
g
' I e 3
c S TS

Figura 11 — Imunolocalizagéo para vimentina no cértex renal de ratas DCS (A), DCO (B) e DLO (C e
D) (20 x). Notar que a reagao € mais intensa em C e D e abrange marcagao do CTI (seta), enquanto
que em (A) e (B) a marcagao de vimentina esta confinada as células mesangiais, células musculares
lisas e poddcitos (seta). O padrao de marcagdo dos animais do grupo DLS foi semelhante ao dos

animais do grupo DCO (foto ndo mostrada).
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Figura 12 — Nimero de células ED-1-positivas no CTIl do cortex renal de ratas submetidas a dieta
controle e sham (DCS), ratas submetidas a dieta controle e ovariectomia (DCO), ratas submetidas a
dieta hiperlipidica e sham (DLS) e de ratas submetidas a dieta hiperlipidica e ovariectomia (DLO).
Dados sao expressos como médiatEPM. ***p<0,001 representa diferenga estatistica significativa
quando comparado aos grupos DCS, DCO e DLS.
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Figura 13 — Imunolocalizagdo de células ED-1-positivas (macrofagos/mondcitos) no CTI do cértex
renal de ratas DCS (A), DCO (B) e DLO (C e D) (seta). Notar que o numero de células ED-1 positivas
€ maior em C e D. (20 x). Os animais do grupo DLS apresentaram padrao normal semelhante ao
encontrado no grupo DCO (foto ndo mostrada).
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Figura 14 — Numero de linfocitos no CTI do cértex renal de ratas submetidas a dieta controle e sham
(DCS), ratas submetidas a dieta controle e ovariectomia (DCO), ratas submetidas a dieta hiperlipidica
e sham (DLS) e de ratas submetidas a dieta hiperlipidica e ovariectomia (DLO). Dados sao expressos
como médiatEPM. **p<0,01 representa diferenca estatistica significativa quando comparado aos
grupos DCS, DCO e DLS.

Figura 15 — Imunolocalizacédo de linfécitos no CTI do cértex renal de ratas DCS (A), DCO (B) e DLO
(C) (seta). Notar que o numero linfécitos € maior em C (20 x). Os animais do grupo DLS
apresentaram padrao normal semelhante ao encontrado no grupo DCO (foto ndo mostrada).
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Figura 16 — Numero de células PCNA positivas no CTIl do cértex renal de ratas submetidas a dieta
controle sham (DCS), ratas submetidas a dieta controle ovariectomizadas (DCO), ratas submetidas a
dieta hiperlipidica sham (DLS) e de ratas submetidas a dieta hiperlipidica ovariectomizadas (DLO).
Dados sdo expressos como médiatEPM. **p<0,01 representa diferenga estatistica significativa
quando comparado aos grupos DCS e DCO.
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Figura 17 — Imunolocalizagdo de células PCNA positivas no CTI do cortex renal de ratas DCS (A),
DCO (B) e DLO (C e D) (seta). Notar que o numero de células PCNA positivas € maiorem C e D
(20x). Os animais do grupo DLS apresentaram padrao normal semelhante ao encontrado no grupo
DCO (foto ndo mostrada).
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Figura 18 — Numero de células NF-kB positivas no CTI do cértex renal de ratas submetidas a dieta
controle sham (DCS), ratas submetidas a dieta controle ovariectomizadas (DCO), ratas submetidas a
dieta hiperlipidica sham (DLS) e de ratas submetidas a dieta hiperlipidica ovariectomizadas (DLO).
Dados séo expressos como médiazEPM. *p<0,05 representa diferenca estatista significativa quando
comparado ao grupo DLS; **p<0,01 quando comparado aos grupos DCS, DCO.

Figura 19 - Imunolocalizagdo de células NF-kB positivas no CTl do cortex renal de ratas DCS (A),
DCO (B) e DLO (C) (20x) e (D) (40x) (seta). Notar que o numero de células NF-kB positivas & maior
em C e D. Os animais do grupo DLS apresentaram padrao normal semelhante ao encontrado no

grupo DCO (foto ndo mostrada).
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Figura 20 — Numero de células Angiotensina Il positivas no CTI do cdértex renal de ratas submetidas a
dieta controle sham (DCS), ratas submetidas a dieta controle ovariectomizadas (DCO), ratas
submetidas a dieta hiperlipidica sham (DLS) e de ratas submetidas a dieta hiperlipidica
ovariectomizadas (DLO). Dados s&o expressos como médiatEPM. **p<0,01 representa diferenca
estatista significativa quando comparado aos grupos DCS, DCO e DLS.

Figura 21 - Imunolocalizagdo de células All-positivas no CTI do coértex renal de ratas DCS (A), DCO
(B) e DLO (C) (20x) e (D) (40x) (setas). Notar a marcacado normal de All no aparelho justaglomerular
em A e B e a marcagédo aumentada de células no CTI do cértex renal em C e D. Os animais do grupo
DLS apresentaram padrdo normal semelhante ao encontrado no grupo DCO (foto ndo mostrada).

6.6 Expressao Génica de TNF-a e IL-6
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Os resultados demonstraram maior expressao génica para TNF-a no grupo DLO
(0,5404+0,003) quando comparado ao grupo DCS (0,4809+0,015) (p<0,05) (Figura
12). Quanto aos resultados referentes a IL-6, ndo foi observada expresséo génica

desta citocina no tecido renal.
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Figura 22 — Expressao génica para TNF-a e controle interno (-actina no tecido renal de ratas
submetidas a uma dieta controle e cirurgia sham (DCS) e de ratas submetidas a dieta hiperlipidica e
ovariectomia (DLO). Os dados sdo expressos como médiatEPM. *p<0,05 representa diferenca
estatistica significativa quando comparado ao grupo DCS.
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7 DISCUSSAO

O presente estudo demonstra que ratas ovariectomizadas submetidas a dieta
hiperlipidica, durante o periodo de vinte e quatro semanas, apresentaram aumentos
significativos do peso corporal e do tecido adiposo visceral, associados a elevacao
da pressao arterial sistélica e as alteragdes dos parametros de funcéo e estrutura
renal e do perfil inflamatério renal. As alteracbes da funcdo renal foram
caracterizadas pela diminuicdo da fracdo de excrecdo de sodio e aumento da
excregao urinaria de proteina e albumina. Quanto a analise histolégica, foram
verificadas discretas alteragbes focais nos glomérulos e no compartimento tubulo-
intersticial (CTl) do cortex renal das ratas submetidas a dieta hiperlipidica e
ovariectomia (DLO), indicativas de lesdo renal. Além disso, os estudos
imunoistoquimicos evidenciaram aumento da expressao de vimentina e do numero
de células positivas para angiotensina Il (All), macrofagos, linfécitos, NF-kB e
antigeno nuclear de proliferagao celular (PCNA), no CTI do cértex renal dos animais

do grupo DLO quando comparados aos demais grupos.

A compreensdo dos mecanismos responsaveis pela obesidade, hipertensao e a sua
relagdo com as alteragdes renais ainda esta totalmente esclarecida. Varios modelos
experimentais, principalmente de sindrome metabdlica, tém sido utilizados para
investigar as alteragdes renais associadas a obesidade, dentre os quais destaca-se
0 uso de animais geneticamente modificados. No entanto, as mutacdes génicas
podem nao mimetizar as alteragdes observadas em humanos, além de dificultar a
investigacdo dos mecanismos iniciais da doencga renal relacionada a obesidade
(DEJI et al., 2009). Por outro lado, o consumo de uma dieta hiperlipidica por animais
experimentais pode representar as condi¢des mais proximas daquelas encontradas
em humanos, cuja prevaléncia da obesidade tem crescido grandemente em varias
populagdes mundiais, gracas ao aumento do consumo de carboidratos e do teor de
gorduras na dieta (FLEGAL et al., 2010). Somando-se a isso, existe também a falta
de um modelo animal que represente essas alteracbes em fémeas, principalmente
no periodo da pdés-menopausa. Alguns estudos demonstraram que a dieta
hiperlipidica promove hipertensao e obesidade em ratos machos (DOBRIAN et al.,
2000; TAMAYA-MORI et al., 2002; UEMARA et al., 2006). Contudo, os estudos

utilizando fémeas falharam por mostrar hipertensdo e obesidade induzida por dieta
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hiperlipidica, provavelmente devido ao efeito protetor do estrégeno no sistema
cardiovascular (UEMARA et al., 2006; AUBIN et al., 2008).

Com a padronizacdo do modelo experimental de dieta hiperlipidica em ratas
ovariectomizadas, foi possivel observar que a dieta e a ovariectomia, quando
analisadas isoladamente, ndo promoveram aumentos significativos do peso corporal
nos animais submetidos a dieta controle e ovariectomia (DCO) e dos animais
submetidos a dieta hiperlipidica e cirurgia sham (DLS), quando comparados aos
animais submetidos a dieta controle e cirurgia sham (DCS). Contudo, a associacao
da dieta hiperlipidica com a ovariectomia resultou em aumento significativo do peso
corporal, bem como dos depdsitos de tecido adiposo visceral das ratas DLO, quando
comparadas as ratas dos demais grupos experimentais. Reckelhoff; Fortepiani,
(2004) demonstraram em um modelo pds-menopausal de ratas espontaneamente
hipertensas que a reducao dos niveis plasmaticos de estradiol parece contribuir para
0 aumento do peso corporal em ratas ovariectomizadas, quando comparadas aos
seus controles intactos. Semelhantemente, o periodo da pds-menopausa em
mulheres e a ovariectomia estao relacionados ao aumento dos depdsitos de tecido
adiposo visceral (WADE; GRAY; BARTNESS, 1985). Essas observagdes sugerem
que a reducdo dos niveis plasmaticos de estradiol no periodo da pds-menopausa
pode contribuir, pelo menos em parte, para o aumento da adiposidade visceral e

obesidade, frequentemente observado nessas mulheres.

Os estrégenos possuem efeitos no sistema nervoso central que repercutem sobre o
tecido adiposo, incluindo a regulacdo do consumo e do gasto de energia, e efeitos
periféricos diretos sobre os adipdcitos, inibindo a lipogénese. Evidéncias sugerem
que as variagdes no consumo alimentar e no gasto energético, durante as diferentes
fases do ciclo menstrual, pode ser, em parte, devido as variagdes das concentragoes
plasmaticas de estradiol (SHI; CLEGG, 2009). Os animais do grupo DLO
demonstraram aumento do consumo alimentar quando comparados aos demais
grupos experimentais. A leptina, horménio produzido pelos adipdcitos, cuja secregao
€ proporcional ao acumulo de adiposidade, atua no hipotalamo, reduzindo a ingestao
de alimentos e aumentando o gasto energético. Contudo, MELI et al. (2004)
demonstraram que o receptor especifico (Ob-Rb) de leptina no hipotalamo é
modulado pelos niveis plasmaticos de estradiol, uma vez que a ovariectomia reduziu

a expressao desses receptores em ratos, podendo parcialmente explicar o aumento
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do consumo alimentar e a redugao do gasto energético, apesar dos altos niveis de

leptina circulantes nesses animais (MELI et al., 2004).

O estradiol também ¢é capaz de modular o eixo somatotrofico, aumentando a
secrecao do horménio do crescimento (GH). A secrecdo de GH é maior em mulheres
na pré-menopausa quando comparadas as mulheres na pds-menopausa e aos
homens, sendo que o pico de GH ocorre um pouco antes da ovulagao, sugerindo um
efeito estimulante do estradiol sobre a secrecdo desse horménio (BERNARDI et al.,
1998). BORSKI et al. (1996) demonstraram aumento do peso corporal em ratas
ovariectomizadas quando comparadas as ratas controles intactas, e reversdo desse
efeito promovido pelo tratamento de reposicado hormonal com estradiol. Além disso,
estes autores associaram o tratamento hormonal a elevagdo dos niveis séricos de
GH. Além do efeito classico do GH sobre o crescimento corporal, esse horménio
induz preferencialmente a utilizacdo dos estoques de gordura como fonte de
energia, ao inveés de carboidratos, através do aumento da mobilizacdo dos acidos
graxos e redugao da velocidade de utilizagao da glicose. O GH pode também inibir a
lipogénese pela redugao da atividade da lipoproteina lipase, inibindo a esterificagao

e deposicao de acidos graxos (BORSKI et al., 1996).

Dentre os mecanismos propostos para explicar a modulagdo do estradiol sobre o
tecido adiposo esta a influéncia desse horménio sobre a lipoproteina lipase. O
estradiol pode inibir a lipogénese pela redugao da atividade da lipoproteina lipase,
resultando em inibicao da esterificacdo e deposicao de acidos graxos circulantes nos
adipdcitos. Esses efeitos podem explicar, pelo menos em parte, o aumento da
deposicao de tecido adiposo e ganho de peso consequentes da redugao dos niveis
plasmaticos de estradiol, como em ratas ovariectomizadas ou em mulheres na pos-
menopausa (HOMMA et al.,, 2000). Além disso, o estradiol também aumenta a
lipdlise (PALIN et al., 2003), bem como o efeito lipolitico da epinefrina (ACKERMAN
et al., 1981) e da beta-oxidacdo (MISSO et al., 2003), colaborando, desta maneira,

para a reduc¢ao dos estoques de tecido adiposo.

O consumo de alimentos palataveis, principalmente aqueles ricos em gordura e
acgucares, pode causar alteragdes no sistema de controle central do comportamento
alimentar e do gasto energético, resultando em aumento do peso corporal

(LINDQVIST et al., 2005). Alimentos palataveis podem afetar as vias de recompensa
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do cérebro, as quais parecem modular nucleos hipotalamicos que regulam a
homeostase energética. Assim, a ingestao sustentada de alimentos ricos em gordura
promove ingestao caldrica muito superior as necessidades fisiologicas, tanto em
animais experimentais, quanto em humanos, sendo potencialmente capaz de elevar
o peso corporal (SAPER; CHOU; ELMQUIST, 2002). Sustentando essa hipotese,
recentemente foi demonstrada a relagdo entre a ingestao sustentada de alimentos
palataveis e o perfil hormonal favoravel ao ganho de peso corporal, ou seja, a maior
ingestdo de gordura e carboidratos na dieta foi acompanhada por menores
concentragdes plasmaticas de leptina e maiores concentragdes de grelina (hormdnio
estimulador do apetite), em mulheres na pés-menopausa obesas e com sobrepeso
(KONG et al., 2009).

A associacao da dieta hiperlipidica e ovariectomia promoveu também aumento
significativo da pressao arterial sistélica no grupo DLO em relagdo aos demais
grupos experimentais. Esse resultado é compativel com os dados de peso corporal e
tecidos adiposos, ou seja, o quadro de obesidade ou a deficiéncia de estradiol
isoladamente, nao foram suficientes para alterar a presséao arterial do grupo DCO e
DLS. Contudo, a unido das duas condi¢cdes parece ter oferecido um maior risco para
0 aumento da pressao arterial nos animais DLO. Esses resultados corroboram com
dados da literatura. Em um modelo de sindrome metabdlica induzida por dieta com
60% de frutose, foi verificado aumento da pressao arterial sistdlica de ratas
ovariectomizadas com sindrome metabdlica, contudo ndo se observou aumento de
PA quando essas condi¢cdes foram consideradas isoladamente, ou seja, apenas
ovariectomia ou apenas sindrome metabdlica (GALIPEAU; VERMA; MCNEILL,
2002). Resultados semelhantes foram demonstrados recentemente em um modelo
de sindrome metabdlica induzida por solugédo de sacarose 30% em ratas
ovariectomizadas (PEREZ-TORRES et al., 2009). Nesse modelo, as ratas com
sindrome metabdlica n&o-ovariectomizadas, bem como as ratas controles
ovariectomizadas, ndo apresentaram aumento da pressao arterial. Por outro lado, as
ratas com sindrome metabdlica submetidas a ovariectomia apresentaram aumento

significativo da PA, a qual foi revertida apds o tratamento com estradiol.

No entanto, é possivel que os parametros de peso corporal e niveis pressoricos em
machos sejam diferentes do que em fémeas em resposta a uma dieta hiperlipidica.

Nesse sentido, um modelo de sindrome metabdlica induzida por uma dieta
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hiperlipidica por 12 semanas, utilizando camundongos machos, na qual 60% das
calorias eram provenientes de gordura, desde a oitava semana do experimento os
animais com sindrome metabdlica ja apresentavam um aumento significativo na
pressao sanguinea sistolica quando comparados aos seus controles, associado a
um aumento consideravel de depdsito de tecido adiposo visceral (DEJI et al., 2009).
Todas essas evidéncias sugerem um efeito cardioprotetor do estradiol sobre as

fémeas, pelo menos nesses modelos experimentais.

Os mecanismos pelos quais o estradiol regula a pressdo sanguinea nao estao
totalmente esclarecidos, no entanto, é provavel que este horménio module o ténus
vascular por meio de sua influéncia sobre substancias vasoativas. Evidéncias
sugerem que o efeito vasodilatador agudo do estradiol seja largamente mediado
pela producdo de oxido nitrico (NO), uma vez que este efeito é rapidamente
bloqueado na presencga de inibidores da sintese de NO e antagonistas de receptores
de estradiol (DUBEY; JACKSON, 2001). Por outro lado, o estradiol parece inibir a
produgdo de horménios vasoconstritores, como por exemplo a All, tanto em
humanos quanto em animais (DUBEY; JACKSON, 2001). A ovariectomia parece
aumentar a expressao da enzima conversora da angiotensina (ECA), a sintese de
All, bem como os niveis plasmaticos de renina, enquanto que a reposi¢ao hormonal
pode contribuir para a reversado desses eventos (LINDSEY et al., 2009; XU et al.,
2008). Portanto, é provavel que a falta de regulagdo dos peptideos vasoativos
provocado pelo déficit de estradiol, com a redug¢ao de substancias vasodilatadoras e
aumento das vasoconstrictoras, pode, pelo menos em parte, contribuir para o

aumento dos niveis pressoricos durante o periodo da pos-menopausa.

Estudos clinicos e experimentais tém demonstrado ampla relagéo entre obesidade e
hipertensao, evidenciando que o ganho de peso esta frequentemente associado ao
aumento da pressao sanguinea e que, ao contrario, a perda de peso pode ser capaz
de reduzir seus niveis (HALL et al., 2002; DEJI et al., 2009). O tecido adiposo possui
alta capacidade de produzir e secretar moléculas envolvidas em numerosas fungdes,
incluindo reproducao, metabolismo e inflamacao. A obesidade tem sido reconhecida
como um estado inflamatério devido a produgao de citocinas ou adipocinas pro-
inflamatorias pelos adipdcitos, incluindo TNF-a, leptina, interleucina 6 (IL-6) e

resistina, que podem contribuir para o desenvolvimento de complicagdes associadas
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a obesidade incluindo hipertensdo (BASTARD et al., 2006; GREGOR,
HOTAMISLIGIL, 2011).

Os mecanismos que associam hipertensdo a obesidade, ndo estdo totalmente
esclarecidos. Entretanto parece que as alteragbes metabdlicas, bem como os danos
vasculares, podem estar mais associados ao aumento dos depoésitos de tecido
adiposo visceral em detrimento do acumulo do tecido adiposo subcutaneo
(FURUKAWA et al., 2004). Nesse sentido, Furukawa et al. (2004) demonstraram em
camundongos KKAy obesos e diabéticos que os depdsitos de tecido adiposo
visceral, quando comparados aos depodsitos subcutaneos, apresentam maior
expressao de RNAm de varias moléculas biologicamente ativas, tais como NADPH
oxidase (nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase), inibidor do ativador
do plasminogénio tipo 1 (PAI-1), IL-6, TNF-a e ERO, as quais contribuem para o
desenvolvimento de alteracbes metabdlicas, estresse oxidativo e processo
inflamatorio sistémico, podendo resultar em lesbes do endotélio vascular e
desregulacdo de peptideos vasoativos, contribuindo dessa forma para o

desenvolvimento e sustentagao da hipertensao arterial (FURUKAWA et al., 2004).

A perda da funcao ovariana, nas mulheres no periodo da pés-menopausa e em ratas
ovariectomizadas, esta associada a aumento da ingestdo alimentar, de peso
corporal e a acumulo de gordura nos depdésitos intra-abdominais, resultando em
maior risco de desenvolver as complicagbes associadas a obesidade (MCELROY;
WADE, 1987; CHEN; HEIMAN, 2001; LOBO, 2008; BROWN; CLEGG, 2010). Assim,
no periodo da pré-menopausa, o estradiol promove deposi¢cdo subcutanea do tecido
adiposo, enquanto que o padrdo de deposicdo, tanto em ratas ovariectomizadas
quanto em homens e mulheres na pés-menopausa, € predominantemente visceral
(DUBEY; JACKSON, 2001; CHEN; HEIMAN, 2001). Essas observagdes sugerem
que a reducdo dos niveis plasmaticos de estradiol pode contribuir, pelo menos em
parte, para o aumento da adiposidade visceral, o qual pode estar correlacionado
com maior risco de desenvolvimento de doengas cardiovasculares, diabetes mellitos

tipo 2, hipertensao e outras desordens verificadas durante esse periodo.

Estudos tém demonstrado que o aumento do peso corporal estda associado a
alteragdes da estrutura e funcédo renal, incluindo aumento da taxa de filtracdo

glomerular, diminuigdo da excregao renal de sodio, aumento da excregao urinaria de
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albumina, glomeruloesclerose, lesdo de podocitos e do compartimento
tubulointersticial (COIMBRA et al., 2000; CHAGNAC et al., 2000; HALL et al., 2003;
RUTKOWSKI et al., 2006). Contudo, existem poucos estudos demonstrando os
efeitos da obesidade sobre os parametros renais, principalmente no periodo de
diminui¢do dos hormdnios ovarianos induzidos pela pos-menopausa ou ovariectomia

em ratas.

Os estudos clinicos e experimentais sugerem que a obesidade esta associada ao
aumento da TFG, do fluxo sanguineo renal e a redugao na resisténcia vascular renal
(HENEGAR et al., 2001; DO CARMO et al., 2009; WUERZNER et al., 2010). No
presente estudo ndo se observou alteragdes significativas da creatinina plasmatica,
do fluxo urinario e da TFG entre os grupos experimentais, apesar da discreta
elevagao da TFG no grupo DLO. Em um modelo genético de obesidade, utilizando
camundongos nocautes para o gene do receptor M4 da melanocortina, foi
demonstrado aumento moderado da TFG quando comparados aos camundongos
selvagens (DO CARMO et al., 2009). No modelo de obesidade induzida por dieta em
caes, foram observados também aumentos no FPR e na TFG quando comparados

aos seus respectivos controles (HALL et al., 2003).

Wuerzner et al. (2010), em um estudo com humanos obesos, observaram que a
prevaléncia da hiperfiltragdo glomerular, tanto em homens quanto em mulheres,
correlaciona-se positivamente com o aumento do indice de massa corpérea. E
provavel que a hiperfiltragdo em individuos obesos seja provocada por uma maior
pressao hidrostatica, visto que o aumento da TFG é maior do que o aumento o fluxo
plasmatico renal (FPR), culminando em aumento na fracado de filtragdo (CHAGNAC
et al., 2000; CHAGNAC et al., 2008). Contudo, Chen et al. (2010), semelhantemente
aos nossos dados, também n&o observaram alteracao significativa na TFG em
pacientes obesos, apesar da presenga de marcadores de sindrome metabdlica e
proteinuria nesses individuos. Na obesidade cronica associada a hipertensao, a TFG
€ menor tanto em homens quanto em mulheres quando comparados a individuos
nao-obesos e normotensos. Essa queda da TFG em estagios crénicos de obesidade
pode estar relacionada a lesdao do parénquima renal e consequente perda de
néfrons (MIYATAKE et al., 2010).

Os resultados do presente estudo demonstraram alteragdes significativas da funcao
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renal, caracterizadas pela diminuicdo da fracdo de excrecdo de sodio (FENa®) e
aumento da proteinuria e microalbuminuria nos animais DLO. Essa reducdo da
FENa" nos animais do grupo DLO corroboram com os dados descritos na literatura,
0s quais demonstram que a obesidade esta associada com alteragdes da excregao
urinaria de sédio (HALL, 2003; SARZANI et al., 2008). A retencdo de sddio e o
aumento do liquido extracelular estdo presentes na obesidade induzida por dieta em
animais experimentais (HALL, 1997) e em humanos obesos (MESSERLI et al.,
1981). No entanto, as causas do aumento da reabsor¢cao tubular de sédio na
obesidade n&o estdo completamente elucidadas. Estudos tém demonstrado que a
obesidade esta relacionada a aumento da atividade do sistema nervoso simpatico,
do sistema renina-angiotensina-aldosterona e redugdo dos niveis plasmaticos de
ANP (FUGITA, 2008; SARZANI et al., 2008). Esses fatores podem explicar, pelo
menos em parte, as alteragbes na excregdo de sodio e de pressao arterial

observadas na obesidade.

Robles et al. (1993) demonstraram que o tratamento de caes obesos com o
antagonista da All ou inibidores da enzima conversora de All promove diminuicao da
retencdo de sodio e da expansdao do volume, e consequentemente da pressao
arterial. A atividade simpatica aumentada também parece elevar a pressao
sanguinea principalmente através dos nervos simpaticos renais, uma vez que a
desnervacgao diminui a retengao de sodio e atenua o aumento na pressao sanguinea
associada com a obesidade induzida pela dieta em caes (KASSAB et al., 1995). O
aumento da presséo intersticial renal causado pela gordura circundante nos rins e o
aumento da pressao abdominal podem dificultar a excrecdo renal de sodio e
contribuir para as alteragbes da pressao arterial associada a obesidade (HALL,
2003; KOTSIS et al., 2010). Além disso, estudos anteriores do nosso laboratério
demonstraram menores niveis plasmaticos de ANP e maior expressao de NPr-C,
receptor responsavel pelo clearance do ANP, tanto nos adipdcitos quanto no tecido
renal do grupo DLO, quando comparados aos demais grupos experimentais
(ANDRADE et al., 2010).

Com relagdo ao aumento da proteinuria e microalbuminuria observadas nas ratas
DLO, varios estudos utilizando diferentes modelos experimentais de sindrome
metabdlica, (HALL, 1997; PEREZ-TORRES et al., 2009; DO CARMO et al., 2009;
DEJI et al., 2009) assim como estudos clinicos em humanos (STRAZZULLO et al.,
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2001; STRAZZULLO et al.,, 2006; CHAGNAC et al.,, 2008), com obesidade
prolongada ou doenga renal pré-existente, demonstraram associagdo entre
alteracdes histolégicas renais e alteragées dos parametros de funcao renal e perfil
metabdlico, incluindo aumento da proteinuria, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia
e aumento do LDL (lipoproteina de baixa densidade), os quais podem contribuir para
a lesao renal. De fato, estudos paralelos realizados em nosso laboratério, utilizando
o mesmo modelo experimental, demonstraram que o0s animais do grupo DLO
apresentaram hiperinsulinemia, resisténcia a glicose, aumento dos niveis
plasmaticos de colesterol e da ingestao caldrica. Todos esses resultados, apesar de
significativos, nao caracterizaram o quadro de obesidade crénica, e sim a obesidade
em seu estagio inicial. Diante disso, é possivel que o fornecimento da dieta rica em
gordura por um periodo mais prolongado promova alteragbées mais pronunciadas
dos parametros funcionais renais, incluindo proteindria e albuminuria, para niveis

indicativos de lesdo da estrutura renal.

As alteragdes renais decorrentes da obesidade, observadas tanto em estudos
clinicos quanto experimentais, incluem diversas adaptacdes estruturais e funcionais,
tais como remodelamento e hipertrofia renal, proliferagdo da matriz extracelular,
hipertrofia glomerular, aumento da TFG e do FSR e retengao de sédio (HALL, 1997;
DO CARMO et al.,, 2009; DANILEWICZ, WAGROWSKA-DANILEWICZ, 2009;
ARESU et al., 2010). A lesao histologica renal mais comum em individuos obesos é
a glomeruloesclerose segmentar focal (GESF), a qual caracteriza-se por aumento da
matriz extracelular, adesdo da capsula de Bowman, reducdo dos capilares
glomerulares, espessamento da membrana basal glomerular, hipercelularidade e
infiltrado de células imunes (DANILEWICZ; WAGROWSKA-DANILEWICZ, 2009;
ARESU et al., 2010).

Os resultados histolégicos do presente estudo revelaram a presenca de alteragdes
morfoldgicas iniciais, com padrao focal de distribuicdo no CTI do cértex renal das
ratas DLO quando comparadas aos demais grupos experimentais. Essas alteracbes
foram caracterizadas por infiltrado de células inflamatdrias, atrofia e dilatagao tubular
e fibrose intersticial. Além disso, foram observadas também alteragdes da estrutura
glomerular, incluindo areas de esclerose, hipercelularidade, redu¢cdo da luz dos
capilares glomerulares e adesao da capsula de Bowman. Esses dados permitem

concluir que a dieta hipertlipidica em ratas ovariectomizadas promoveu alteragoes
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histolégicas renais discretas e focais, com conservagao de areas do coértex renal
suficiente para manter a fungdo renal em niveis proximos dos normais. O
fornecimento desta dieta por um periodo mais prolongado pode causar lesbes mais
pronunciadas da estrutura renal com maior extensao de fibrose e acometimento dos

glomeérulos e tubulos renais nesses animais.

Além dos efeitos causados pela obesidade sobre os rins, a sua associacdo com a
condigcdo de deficiéncia do estrogeno promovida pela ovariectomia em nossos
animais, pode estar contribuindo para as alteragdes renais observadas nesses
animais. As mulheres na pré-menopausa sao protegidas da progressédo da doencga
renal, e evidéncias a partir de estudos epidemioldgicos, clinicos e experimentais
sugerem que os horménios ovarianos sejam responsaveis por essa protegao renal
(DUBEY; JACKSON, 2001). O tratamento com estradiol reduziu a proteinuria,
glomeruloesclerose, infiltracdo celular e preveniu a lesdo tubular em ratas
ovariectomizadas com rejeicao renal crbnica, sugerindo que o estradiol pode ser
benéfico em limitar a progressao da doenca renal (MARIC et al., 2004; MARIC et al.,
2008). O estradiol inibe a sintese de varios fatores conhecidos por induzir
glomeruloesclerose e elevar a pressdo sanguinea. De particular relevancia para o
rim, o estradiol diminui: 1) a sintese local de All no rim; 2) a producéo de endotelina-
1; 3) os niveis plasmaticos de homocisteina, fator endégeno que causa lesao
glomerular e induz glomeruloesclerose; 4) radicais livres; 5) colesterol; 6)
peroxidacao lipidica. O estradiol com esses multiplos mecanismos protege o rim
contra a agao de agentes lesivos. Desta forma, a protecdo renal induzida pelo
estradiol pode contribuir para a habilidade deste horménio em manter a pressao
sanguinea normal (DUBEY; JACKSON, 2001).

Com o intuito de caracterizar melhor o modelo experimental proposto, as alteragdes
renais induzidas pela dieta hiperlipidica em ratas ovariectomizadas foram analisadas
por outros parametros individuais, incluindo morfometria da area glomerular,
imunoistoquimica para vimentina (marcador de lesédo tubular apds insulto) e para

PCNA (antigeno nuclear de proliferagao celular).

Os estudos morfométricos demonstraram aumento discreto da area glomerular dos
glomérulos corticais nos animais do grupo DLO e em menor grau nos animais do

grupo DLS, quando comparados aos grupos DCS e DCO, sendo indicativo de inicio
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de hipertrofia glomerular. Varios trabalhos utilizando modelos experimentais de
obesidade, tanto induzida por dieta (HALL et al., 2003; PEREZ-TORRES et al., 2009;
DEJI et al., 2009) quanto por alteracbes genéticas (COIMBRA et al., 2000; DO
CARMO et al.,, 2009) sugerem que a obesidade pode provocar hipertrofia
glomerular, provavelmente devido a alteragbes hemodinamicas decorrentes dessa
condigdo. Estudos em humanos portadores de GESF induzida por obesidade
(GESF-0) ou idiopaticamente (GESF-1) demonstraram através de bidpsia renal que
os individuos com GESF-O apresentaram uma maior area glomerular total quando
comparados aos individuos com GESF-I (DANILEWICZ; WAGROWSKA-
DANILEWICZ, 2009; KAMBHRAM et al.,, 2001). Apesar dos mecanismos
fisiopatolégicos que associam obesidade a hipertrofia glomerular ndo estejam
totalmente esclarecidos, parece que os aumentos do FPS e da TFG desempenham

um importante papel nesse processo (DO CARMO et al., 2009).

A marcacgao para vimentina estava aumentada no CTI do cértex renal dos animais
do grupo DLO, indicando que as células tubulares do cértex renal desses animais
estavam em processo de regeneragdo celular apos injuria recente (GRONE et al.,
1987). A expressao de vimentina é considerada um marcador de lesao tubular e de
regeneragao em varios modelos experimentais incluindo o modelo de proteinuria
macica induzida por anticorpos (KIKUCHI et al.,, 2000), envelhecimento renal
(NAKATSUJI et al., 1998), nefropatia por adriamicina (SHU et al., 2002) e lesao
isquémica (VILLANUEVA et al., 2006). Coimbra et al. (2000) em estudos com ratos
Zucker obesos e com diabetes do tipo || também observaram maior expressao dessa
proteina no CTI do cortex renal, mais especificamente nos tubulos proximais desses
animais. A expressao de vimentina também esta aumentada no CTI do cortex renal
em outros modelos de lesdo renal, como por exemplo em ratos com restrigao
alimentar durante a vida intra uterina (GIL et al., 2005) e em casos de tumor misto
epitelial e estromal de rim em humanos (HUANG et al.,, 2008). Os resultados
demonstraram ainda maior expressao do PCNA no CTI do cértex renal dos animais
do grupo DLO, sugerindo aumento de proliferagao celular. Esse resultado encontra-
se de acordo com estudos utilizando outros modelos experimentais de sindrome
metabdlica, como por exemplo em ratos obesos diabéticos ZSF1, nos quais a
expressdo do PCNA sofreu reducdo mediante os tratamentos com 2-

hydroxyestradiol, um metabdlito do estradiol (ZHANG et al., 2007) e com Tempol
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(TOFOVIC et al., 2007) e em ratos espontaneamente diabéticos do tipo || SHR/N-cp
(GROSS et al., 2004).

Os estudos imunoistoquimicos revelaram também aumentos significativos de células
ED-1 (macrofagos/mondcitos), linfocitos e All positivas no CTIl do cortex renal dos
animais DLO. Estudos tém demonstrado que a obesidade e a hipertensdo séo
caracterizadas pela presenca de infiltrado intersticial de macrofagos e mondcitos e
producdo anormal de citocinas pré-inflamatérias no tecido renal (RODRIGUEZ-
ITURBE et al.,, 2004; OHTOMO et al., 2010). A inflamacao intersticial renal
associada a hipertensao é acompanhada pelo aumento da produgao local de ERO e
de All, tanto nas células inflamatdrias infiltrantes como nas células do parénquima
renal (NAVA et al., 2003). A inflamacéo local, o estresse oxidativo e a All nos rins
participam de um ciclo que promove e mantém a hipertensdo. Por outro lado, a
hipertensdo promove a inflamacéo via regulacao de citocinas inflamatérias mediadas
pelo estresse oxidativo, citocinas e moléculas de adesao. Foi demonstrado que a
infiltracao tubulo-intersticial de linfécitos e macréfagos esta associada com a geragao
de ERO e All em alguns modelos experimentais de doengas renais (RANGAN et al.,
1999; NAVA et al.,, 2003; SOARES et al., 2006). A redugdo desse infiltrado
inflamatorio pelo uso de agentes anti-inflamatoérios ou antioxidantes promoveu a
melhora ou prevencao da hipertensdo em alguns modelos experimentais (MULLER
et al., 2000; TIAN et al., 2005).

Os mecanismos pelos quais a infiltracdo de células inflamatdrias no tecido renal
contribui para as alteragdes renais induzidas pela obesidade ndo estdo totalmente
elucidados, no entanto, € provavel que exista uma complexa relagao entre este
infiltrado, geracao de estresse oxidativo e produgao exarcebada de All. Rodriguez-
Iturbe et al. (2001; 2002a) demonstraram que a infiltracdo de células inflamatdrias
como macrofagos/mondcitos e linfécitos no tecido renal pode ter contribuido para o
aumento da retencdo de sdédio, independente de alteragdes hemodinamicas,
participando, dessa forma, no desenvolvimento e sustentacao da hipertensao arterial
em ratos sensiveis ao sal. O acumulo de células All positivas no cortex renal de
pacientes com sindrome nefrética pode ser uma das principais causas para a
retencdo de sédio nesses pacientes (RODRIGUEZ-ITURBE; HERRERA-ACOSTA;
JOHNSON, 2002). Dessa forma, em nosso estudo, a retengao de sodio observada

nos animais do grupo DLO pode ser explicada, pelo menos em parte, pela maior



7

expressdo de macrofagos/mondcitos, linfécitos e All no CTI do coértex renal desses
animais. Esse processo inflamatdrio local induzido pela dieta hiperlipidica em ratas
ovariectomizadas pode estar contribuindo para as alteragdes iniciais da funcao e
estrutura renais observadas no nosso modelo experimental. A obesidade prolongada
pode causar a progressao dessas lesdes renais e promover maiores alteragdes

funcionais e estruturais nesses animais.

Os animais tratados com dieta hiperlipidica e submetidos a ovariectomia
apresentaram também aumento da expressdo de NF-kB predominantemente nas
células intersticiais, localizadas nas areas de lesdo do cortex renal. O NF-kB é um
importante fator de transcricdo nuclear, responsavel por controlar a transcricao de
muitos genes celulares que regulam a resposta inflamatdria, a sobrevivéncia e
proliferacdo celular. A ativagdo do NF-xB aumenta a expressao de varios genes
envolvidos na inflamagao, como citocinas, fatores quimiotaticos para mondcitos e
macrofagos (MCP-1), interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8) e moléculas de adesao vascular
e intracelular (GUIJARRO, EGIDO, 2001; VAN DEN BERG et al., 2001).

Os resultados de imunoistoquimica para NF-kB estdo de acordo com os dados
encontrados na literatura (GOMEZ-GARREZ et al., 2001; KRANZHOFER et al.,
1999; FUJIHARA et al., 2007). Em um modelo de doencga renal crdnica, foi verificado
aumento da expressdo do NF-kB nas células intersticiais do cortex renal de ratos
com ablacado renal 5/6. A analise imunoistoquimica revelou também aumento da
expressdo de macréfagos e do numero de células All positivas no cortex renal
desses animais. O tratamento com PDTC, inibidor do NF-kB, atenuou a lesao renal,
a inflamagao e a expressao do NF-kB nas células intersticiais (FUJIHARA et al.,
2007). Os nossos resultados revelaram também aumentos da infiltragdo de
macrofagos e monocitos e do numero de células All positivas no coértex renal,
associados ao aumento da expressao de NF-kB nas células intersticiais das ratas
ovariectomizadas tratadas com dieta hiperlipidica. Apesar da identidade das células
intersticiais NF-kB positivas nao ter sido determinada no presente estudo, é possivel
que parte dessas células intersticiais sejam macréfagos ativados, expressando a
subunidade p65 do NF-kB (KRANZHOFER et al., 1999; FUJIHARA et al., 2007).

O NF-xB pode ser ativado por diferentes estimulos, como citocinas (IL-1, IL-2,

TNFa), agentes vasoativos (All e endotelina), estresse oxidativo (CHEN et al., 1999;
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GOMEZ-GARRE et al., 2001; VAN DEN BERG et al., 2001). Recentemente estudos
tém demonstrado aumento da expressdao de NF-kB induzido pela obesidade.
PERCY et al. (2009), em um modelo de envelhecimento e obesidade em ratos,
demonstraram aumento da expressao renal de NF-kB nesses animais quando
comparados aos ratos controles magros. Esse estudo demonstrou também que a
obesidade estava associada a fibrose renal, apoptose tubular e infiltracdo de
macrofagos no tecido renal. Philip et al., (2009), utilizando ratos Zucker obesos
(falfa) e ratos Zucker magros heterozigotos (fa/+), evidenciaram maior expressao de
RNAmM para NF-kB e TNF-a no cortex renal de ambos os grupos de animais
submetidos a dieta hiperlipidica quando comparados aos grupos de ratos
alimentados com uma dieta controle. Além disso, o consumo da dieta rica em
gordura nesses animais estava associado a maior produgcdo de ERO cortical e
maiores niveis plasmaticos de creatinina, lipideos, insulina, proteina C reativa e

maior excrecao de albumina urinaria.

Os nossos resultados demonstraram também aumento da expressdo de RNAm para
TNF-a no cértex renal dos animais DLO quando comparado ao controle DCS. O
TNF-a é produzido pelos macréfagos e esta associado a inflamacdo em varios
modelos de lesao renal, incluindo glomerulonefrite, insuficiéncia renal aguda e lesao
tubulointersticial (CUNNINGHAM et al., 2002; WAHBA; MAK, 2007). Esse fator
promove aumento da infiltragdo de macrofagos, estimulagcdo de citocinas
inflamatorias e ativacdo do NF-KB, os quais participam de um ciclo inflamatério
causando mais producdo de citocinas inflamatoérias, que pode resultar em inicio e
progressao de lesdes renais. Diante disso, € possivel que o TNF-a e All estejam
promovendo a ativagdo do NF-xB nas células intersticiais das ratas
ovariectomizadas tratadas com dieta hiperlipidica, regulando a resposta inflamatéria
renal, a qual pode estar contribuindo para as alteragdes na estrutura e fungao renal

observadas nesses animais.
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7.1 Limitagoes

A principal limitacdo desse trabalho refere-se a auséncia de resultados da expressao
génica do TNF-a dos grupos experimentais DCO e DLS. As amostras de cDNA do
tecido renal pertencentes aos animais desses grupos experimentais mostraram-se
nao-funcionais no momento da amplificacado, tanto para o TNF-o. quanto para a [3-

actina, provavelmente devido as dificuldades no momento da extragdo do RNAm.
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8 CONCLUSAO

A realizagdo deste estudo permitiu padronizar um modelo experimental de
obesidade induzida por dieta hiperlipidica em ratas ovariectomizadas, com o intuito
de avaliar o impacto da obesidade em fase inicial e da deficiéncia de estradiol sobre
a estrutura e fungao renal, analisando o perfil inflamatério desses animais. Os
resultados desse estudo sugerem que a dieta rica em gordura associada a
diminuicdo dos hormdnios ovarianos, induzida pela ovariectomia, promoveu
aumentos do peso corporal, do tecido adiposo abdominal e da pressao arterial
sistdlica, acompanhados por retengcdo de soédio, alteragdes histoldgicas discretas e
focais e processo inflamatério renal. As alteracbes morfolégicas e funcionais renais
encontradas nesse modelo podem representar uma condi¢do precursora para o
desenvolvimento de lesdes renais mais intensas, caracteristicas da obesidade
prolongada, particularmente se o desenvolvimento de hipertensao arterial estiver

presente no decorrer desse processo.
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