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Resumo

Introducdo: O tratamento da hipertensdo arterial (HA) em individuos com
sindrome metabdlica (SM) é um desafio, uma vez que terapias nao
medicamentosas sdo de dificil implementacdo e o tratamento farmacolégico
ideal ndo est4 totalmente estabelecido.Objetivo: O presente trabalho objetivou
avaliar o bloqueio do sistema renina angiotensina aldosterona (SRAA) na
pressdo arterial (PA), na funcdo e na morfologia renais em modelo
experimental de SM, induzida por dieta hiperlipidica.Material e métodos: Ratos
Wistar receberam racao hiperlipidica a partir da quarta semana de vida, por 20
semanas. Os grupos tratados receberam Losartana (10mg/kg/dia),
Espironolactona (40mg/Kg/dia) ou quercetina (10mg/kg/dia), por gavagem, a
partir da oitava semana de vida. Avaliou-se semanalmente o peso corporal e a
PA de cauda por pletismografia. Ao final do experimento, foram realizados
testes orais de tolerancia a glicose, perfil lipidico, clearance de creatinina,
medida direta da PA e andlise morfométrica de é&rea e volume
glomerular.Resultados: A administracdo de dieta hiperlipidica se associou ao
desenvolvimento de SM, caracterizada por acumulo central de gordura,
hipertensédo arterial, hiperglicemia e hipertrigliceridemia. Nesse modelo, néo
foram observadas alteracdes da histomorfometria glomerular. O bloqueio do
receptor AT, da angiotensina Il preveniu o desenvolvimento da HA. O bloqueio
mineralocorticoide ndo apresentou eficacia anti-hipertensiva, porém se
associou a reducdo da gordura abdominal. A quercetina, por sua vez, nao
alterou de forma significante o perfil nutricional, metabdlico e pressérico dos

animais. Conclusdo: Ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica



desenvolveram Sindrome Metabdlica, porém ndo foram observadas alteracdes

morfologicas e funcionais renais.

Palavras chave: Obesidade; Sindrome Metabdlica; Hipertenséo; Sistema

renina angiotensina aldosterona; Modelo animal.



ABSTRACT

Introduction: The treatment of arterial hypertension (AH) in patients with
metabolic syndrome (MS) is a challenge, since non drug therapies are difficult
to implement and optimal pharmacological treatment is not fully established.
Objectives: The present study had as objective to evaluate the blockade of the
rennin angiotensin aldosterone system (RAAS) in blood pressure (BP) in renal
function and morphology in an experimental model of MS induced by high fat
diet. Material e methods: Wistar rats were fed on high fat diet from the fourth
week of life, for 20 weeks. The groups received Losartan (10mg/Kg/day),
Spironolactone (40mg/Kg/day) or Quercetin (10mg/Kg/day) from the eighth
week of life. We weekly evaluated the body weight and BP by tall
plethysmography. At the end of the experiment oral glucose tolerance, lipid
profile, creatinine clearance tests, and the direct measurement of BP were
performed. A morphometric kidney analysis was performed. Results: The
administration of high-fat diet was associated with the development of MS,
characterized by central fat accumulation, hypertension, hyperglycemia and
hypertriglyceridemia. In this model there were no changes in renal
histomorphometry. The blockade of angiotensin Il receptor AT1 prevented the
development of hypertension. The mineralocorticoid blockage did not have
antihypertensive efficacy but was associated with reduction of abdominal fat.
Quercetin, in turn, does not significantly alter animals nutritional, pressure and
metabolic profile. Conclusion: Wistar rats fed high fat diet developed metabolic

syndrome but no changes were observed morphological and functional kidney.



Keywords: Obesity; Metabolic Syndrome; Hypertension; Renin Angiotensin

System; animals Model
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1. INTRODUCAO

A sindrome metabdlica (SM) é uma desordem multifatorial de alta
prevaléncia, que se manifesta por anormalidades fisiologicas e bioquimicas,
caracterizada pela associacdo de trés ou mais comorbidades que incluem
obesidade central, hipertenséo arterial (HA), intoleréncia a glicose, aumento
nos niveis de triglicérides e reducao nos niveis de colesterol HDL (NCEP-
ATPIIl, 2001). Em conjunto, estes fatores resultam em elevado risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e lesao renal, sendo este risco
proporcional ao niumero de componentes da SM (CHEN, 2004; DAS; PAL;
GHOSH, 2012).

Sua incidéncia na populagdo vem crescendo e estima-se que 23,7% dos
americanos adultos sejam portadores da SM (FORD; GILES; DIETZ, 2002). No
Brasil, a ocorréncia desse agravamento também €, constantemente, superior a
20,0% (DORO et al., 2006; SALAROLI et al., 2007). O interesse no estudo da
relacdo entre SM e comprometimento da funcdo renal de individuos obesos
deve-se a frequente associacdo de obesidade abdominal com diabetes mellitus
e hipertenséo arterial, principais causas de doenca renal cronica (DRC) em
todo o mundo (CHOBANIAN et al., 2003; LIM et al., 2011).

Até o momento, ndo existe tratamento especifico para SM, no entanto,
acredita-se que a abordagem terapéutica de seus componentes poderia reduzir
o risco cardiovascular. Idealmente, este tratamento deveria se basear na
reducdo ponderal, contudo, o indice de sucesso desta medida terapéutica é
baixo, 0 que demanda a instituicdo de tratamento especifico da dislipidemia, da
resisténcia insulinica e da presséo arterial (I-DBSM, 2005; EZEQUIEL et al.,

2012). Nessa populacdo, o tratamento medicamentoso da HA tem como
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objetivo reduzir a morbidade e a mortalidade cardiovascular e renal, além de
prevenir o agravamento metabolico (I-DBSM, 2005).

Evidéncias clinicas e experimentais, do bloqueio do sistema renina
angiotensina aldosterona (SRAA), sugerem a participacdo efetiva desse
sistema na génese da HA e da leséo renal na SM (DE PAULA; SILVA; HALL,
2004; LUBSEN et al., 2005). Essa estratégia parece ser promissora, uma vez
gue estudos mostraram atenuagcdo de outros componentes da SM, por
exemplo, da hipertrigliceridemia, com o bloqueio do SRAA (COSTA et al.,
2010). Todavia, os estudos disponiveis ndo permitem generalizar o uso de
bloqueadores do SRAA como estratégia no tratamento da HA associada a SM
(I-DBSM, 2005; CAPRIO et al., 2011).

Deste modo, a utilizacdo de modelos experimentais constitui uma
alternativa para ampliar o conhecimento sobre os diferentes esquemas de
tratamento hipotensor na SM. Portanto, julgamos relevante avaliar o bloqueio
do SRAA sobre a pressao arterial, funcdo e morfologia renais, em modelo

experimental de SM induzida por dieta hiperlipidica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.Sindrome Metabdlica

A Sindrome Metabdlica (SM) é um transtorno complexo, representado por
um conjunto de fatores de risco cardiovascular, usualmente relacionados a
deposicao central de gordura e a resisténcia a insulina (I-DBSM, 2005, DAS;
PAL; GHOSH, 2012).

Analisando a evolugéo conceitual da SM, evidencia-se que diversos critérios
e pontos de corte nos parametros de diagnostico tém sido propostos. As
diferentes definicdbes para a SM confrontaram-se com dificeis questdes: a)
guais componentes deveriam ser incluidos; b) qual a importancia a ser dada a
cada um deles; c) quais métodos deveriam ser utilizados para mensura-los; d)
guais pontos de corte deveriam ser usados para se definir cada uma das
anormalidades. Contudo, permaneceram em consenso para diagnostico da SM
a dislipidemia (aumento nos niveis de triglicérides e reducéo nos niveis de HDL
colesterol), hipertensdo arterial, obesidade abdominal e alteracbes na
homeostase da glicose (KAHN et al., 2005).

Todos estes questionamentos evidenciam o interesse pelo assunto e a
necessidade de se entender melhor a SM, 0 que constitui um avanco para a
prevencao de doencas cardiovasculares (SAAD; ZANELLA; FERREIRA, 2006).

As trés principais definicbes da SM que tém sido propostas tanto na
pesquisa como na pratica clinica sdo: World Health Organization (WHO),
National Cholesterol Education Program (NCEP) - Adult Treatment Panel llI
(ATP I1) e International Diabetes Federation (IDF) (Tabela 1).

Tabela 1: Classificacdo da Sindrome Metabdlica
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WHO (1998)

NCEP-ATP IIl (2005 revisado)

IDF (2005)

Absolutamente
Necessério

Critério

Obesidade

Hiperglicemia

Dislipidemia

Dislipidemia
critério
secundario

Hipertenséo

QOutros critérios

Resisténcia insulinica
(ATG, AGJ, DTz, RI)

RI ou diabetes, mais 2
anormalidades entre 5

Razao cintura/quadril
> 0,9 (masculino)
> 0,85 (feminino)

ou IMC > 30 Kg/m?

Resisténcia Insulinica
obrigatdria

TG = 150 mg/dL ou
C-HDL:

< 35 mg/dL (masculino)
< 39 mg/dL (feminino)

= 140/90 mmHg

Microalbumindria*

No minimo 3 anormalidades
entre 5

Circunferéncia cintura
> 88 cm (feminino)
> 102 cm (masculino)

Glicose de jejum = 100 mg/dL
ou tratamento farmacol6gico

TG=150mg/dL ou tratamento
farmacologico

C-HDL:< 40 mg/dL (masculino)
< 50 mg/dL (feminino) ou
tratamento farmacolégico

> 130 mmHg sistdlica ou
> 85 mmHg diastolica ou
tratamento farmacolégico

Obesidade central

Obesidade, mais 2
anormalidades entre 4

Requerimento obrigatorio

Glicose de jejum = 100
mg/dL

TG = 150 mg/dl ou
tratamento farmacolégico

C-HDL:< 40 mg/dL
(masculino)
< 50 mg/dL (feminino) ou
tratamento farmacolégico
> 130 mmHg sistdlica ou

> 85 mmHg diastdlica ou
tratamento farmacolégico

WHO, World Health Organization;
Education Program - Adult Treatment Panel lll; IDF,

NCEP-ATP I,

National Cholesterol

International Diabetes

Federation. ATG, alteracdo na tolerancia a glicose; AGJ, alteracéo na glicose

de jejum; DT, diabetes tipo IlI; RI, resisténcia insulinica; *Excrecao urinaria de

albumina 220ug/min ou raz&o albumina creatinina 230mg/g.

Mesmo que, as trés principais definicdbes reconhecam a SM como uma

entidade clinica associada a multiplos fatores de

risco para doenca

cardiovascular, um exame cuidadoso indica muitas semelhancas e
disparidades importantes.

A definicdo da WHO, inclui pessoas com alto risco de desenvolver
diabetes e individuos com diagnéstico de diabetes do tipo 2, além de incluir a
microalbumindria, associando, assim, a SM com doenca renal cronica. Essa
definicdo tem sido criticada por incluir distarbios do metabolismo glicidico como

critérios sine qua non para o diagnéstico. Outras criticas referem-se ao teste
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oral de tolerancia a glicose, exame considerado de baixo valor adicional para
prever o risco cardiovascular (GRUNDY et al., 2004).

A definicdo da IDF, por outro lado, enfatiza a presenca de obesidade
central como fator fundamental no diagnéstico da SM, além de fornecer
critérios de circunferéncia da cintura pragmaticos para varios grupos étnicos.
No entanto, Lee e cols. (2007) demonstraram que, individuos diagnosticados
com SM/obesidade central apresentavam risco similar para a ocorréncia de
doencas isquémicas do coracdo, do que aqueles diagnosticados com SM/sem
obesidade central. Esses autores sugerem, que a inclusdo da obesidade
central como um componente essencial para o diagndstico da SM, como
proposto pela IDF, nédo adiciona valor para a identificacdo de individuos com
risco aumentado de doencas isquémicas do coracao.

O NCEP-ATP Il é wuma das definicbes mais utilizadas
no diagnostico da sindrome metabdlica. Incorpora as principais caracteristicas
da sindrome, como hiperglicemia e/ou resisténcia a insulina, obesidade
visceral, dislipidemia e hipertensédo. Outra questdo importante, € que nenhum
componente € priorizado, evitando a polémica criada em torno das definicbes
da WHO e IDF. Pela simplicidade e praticidade, é a definicdo recomendada
pela | Diretriz Brasileira de Diagnostico e Tratamento da Sindrome Metabdlica

(I-DBSM, 2005).

2.2.Prevaléncia da Sindrome metabdlica

A SM é uma condicdo que apresenta elevada prevaléncia, com tendéncia
crescente de ocorréncia na populacdo. Do ponto de vista epidemiolégico, a SM

torna-se ainda mais preocupante considerando-se que a mortalidade
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cardiovascular € 2,5 vezes maior nesses individuos (LAKKA et al., 2002).
Apesar de ser um problema mais evidente em adultos e idosos, criangas e
adolescentes tém sido diagnosticadas com SM. Diante das crescentes taxas de
obesidade em todo o mundo, existem fortes indicios de que crescentes serdo
os indices de SM (WHO, 2006; LIM et al., 2011).

Corroborando com esse fato, estudo coreano envolvendo meninos e
meninas com idade entre 12 e 19 anos, revelou aumento de prevaléncia geral
da SM de 6,8% em 1998 para 9,2% em 2001, fortemente relacionado ao
aumento da obesidade; 50% por cento dos meninos e 40% das meninas
encontravam-se obesos e foram diagnosticados com SM (KIM et al., 2007).
Estudo americano, analisando 2.430 adolescentes, de mesma faixa etaria e
ambos os sexos, encontrou prevaléncia de 30% no diagnostico de SM (COOK
et al., 2003).

Em 2009, foi possivel estimar com maior preciséo o risco de morte causado
pelas doencas cronicas, quando meta-andlise de 57 estudos prospectivos,
totalizando aproximadamente 900.000 individuos (PROSPECTIVE STUDIES
COLLABORATION, 2009), encontrou que, em ambos 0S sexos, a mortalidade
foi menor em individuos com IMC entre 22,5 e 25 Kg/m?. Acima dessa faixa, 0
risco associado € aditivo, ou seja, quanto maior o IMC, maior a mortalidade.
Um aumento de 5 Kg/m? estd associado a um incremento de 30% na
mortalidade geral, 40% na mortalidade cardiovascular, 120% na mortalidade
por diabetes e 60% na mortalidade por doenca renal.

O IDF (2005) estimava que 25% da populacdo mundial adulta tem SM. A
prevaléncia da SM varia nos diferentes grupos populacionais, em funcdo das

caracteristicas de etnia, faixa etaria e proporcao entre os géneros, além dos
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critérios utilizados para diagnostico (OGDEN et al., 2006). Esses fatores de
confusdo podem ser observados em diferentes estudos, como o Chennai
Urban Rural Epidemiology Study (CURES), onde a prevaléncia de SM variou
em funcdo do critério de diagnostico adotado: WHO: 23,2%; NCEP-ATPIII:
18,3% e IDF: 25,8%. Somente 9,5% dos sujeitos foram identificados em todos
os trés critérios (DEEP et al., 2007).

Avaliando os dados do National Health and Nutrition Examination Survey

(NHANES) observou-se que a prevaléncia de SM foi de 23,7%, variando de

acordo com a etnia, sendo de 31,9% nos americanos com ascendéncia latina;
23,8% em brancos nédo hispanicos e de 21,6% em individuos de origem
africana. A maior prevaléncia foi de 55,2% entre indios americanos, segundo
descricdo do Strong Heart Study (CHEN et al., 2004).

Em funcéo do género e da faixa etaria, o estudo InterASIA na China relatou
gue a prevaléncia entre as mulheres foi maior do que entre os homens (GU et
al., 2005), ocorrendo aumento acentuado da prevaléncia apés 30 anos de
idade, em ambos o0s sexos entre adultos, com um pico para os homens entre
50 e 70 anos e para mulheres entre 60 a 80 anos. Tendéncias semelhantes
foram encontrados em populagcdes europeias e chinesas (CHEN et al., 2004).

Em resumo, os indices de acometimento pela SM variam significativamente
entre os diferentes grupos populacionais, uma vez que as prevaléncias das
anormalidades que a comp8em dependem de fatores socioecondémicos,
culturais, habitos alimentares, niveis de atividade fisica, fatores genéticos
(CAMERON; SHAWN; ZIMMET, 2004, KIM; HONG, 2010).

No Brasil, a proporcdo de pessoas acometidas pela SM ndo foi bem

dimensionada, pois ndo existem estudos realizados com dados representativos

19



da populagdo. Em inquéritos epidemioldgicos isolados, a ocorréncia desse
agravo no Brasil €, constantemente, superior a 20,0% (BORGES et al., 2007;
DORO et al., 2006; SALAROLI et al., 2007). Como demonstrado por Salaroli et
al. (2007) que avaliaram 1.663 individuos na populacdo da cidade de Vitoria

(ES) e encontraram uma prevaléncia de 29,8% em ambos 0s sexos.

2.3.0rim na Sindrome Metabdlica

Inicialmente, o conceito de SM foi correlacionado a um conjunto de fatores
que predispunha o individuo a riscos cardiovasculares, usualmente
relacionados a deposicdo central de gordura e a resisténcia a insulina. No
entanto, devido a relacdo existente entre doenca renal e risco cardiovascular,
nao é surpreendente que a SM constitua um fator de risco para a nefropatia.
(CHEN et al., 2004; KINCAID-SMITH., 2004; LEE, 2010).

Os primeiros relatos da associagéao entre obesidade e lesédo renal datam da
década de 70. Nessa época, foi demonstrado que pacientes obesos
desenvolviam proteinuria, glomerulomegalia e glomeruloesclerose segmentar e
focal (WEISINGER et al., 1974). Durante 30 anos, esse tema permaneceu em
aberto devido a conclusbes divergentes quanto a associacdo entre ganho
ponderal e nefropatia. Em 2000, o departamento de Patologia da Universidade
de Columbia, reavivou a discussdo ao reavaliar 6618 bidpsias renais,
realizadas entre os anos de 1986 e 2000. Nesse estudo, 0s autores
observaram aumento de 2% no numero de glomerulopatias relacionadas a
obesidade, a partir de 1996 até 2000 (KAMBHAM et al., 2001).

Na mesma vertente, estudo japonés envolvendo mais de 300.000 pacientes

entre 0s anos de 1964 e 1985, demonstrou forte correlacdo entre obesidade e
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DRC, ao observar que quanto maior o IMC, maior o risco do desenvolvimento
da doenca renal (HSU et al., 2006). Essa correlagdo também foi observada em
estudo animal, onde a obesidade associou-se a glomerulomegalia, expansao
da cépsula de Bowman, proliferacdo celular, espessamento de membrana
basal tubular e expansédo da matriz mesangial (HENEGAR et al., 2001; DE
PAULA et al., 2004).

Tomando por base a hip6tese da associacdo entre SM e doenca renal,
estudo de coorte de 7.800 pacientes acompanhados pelo NHANES IIl por um
periodo de 21 anos, encontrou que o risco de desenvolvimento da DRC foi 2,6
vezes maior em individos portadores de SM. Além da associacao entre SM e
DRC, constatou-se que, quanto maior o nuamero de componentes da SM
presentes, maior o0 risco de desenvolvimento da DRC (Odds Ratio 1,89 —
5,85), mesmo com a exclusdo de individuos diabéticos (CHEN et al.; 2004).
Kurella e cols. (2005) relataram resultados similares, em estudo de coorte de
grande base populacional, onde descrevem aumento no risco de DRC em
portadores de SM, mesmo apos ajuste de individuos portadores de diabetes e
hipertenséao.

Embora o resultado desses estudos demonstrem positiva associacao entre
SM e disfuncao renal, é dificil definir relacdo de causa e efeito, devido a
complexidade de suas interrelacdes, uma vez que as comorbidades que
compbéem a SM, individualmente ou associadas de forma sinérgica,
predispdem o individuo a risco de desenvolvimento da doenca renal

(AGRAWAL et al., 2009).
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2.4 Sindrome Metabdlica e as alterac6es na hemodinamica renal.

A obesidade pode ser definida, de forma resumida, como o grau de
armazenamento de gordura no organismo, que acomete a saude devido sua
relacdo com anomalias metabdlicas, inflamatérias e hemodinamicas (WHO,
1995). Operacionalmente, a obesidade é diagnosticada pelo parametro
estipulado pela WHO, o indice de massa corporal (IMC) obtido pela relacao
entre peso corpéreo (kg) e estatura (m?) dos individuos. Através deste
parametro sao considerados obesos os individuos cujo IMC encontra-se igual
ou superior a 30 kg/m2 (WHO, 1998).

A obesidade, per se, vem sendo descrita como um fator independente para
o desenvolvimento de leséo renal. Mesmo as classes leve e moderada de
obesidade podem ocasionar o desenvolvimento de glomerulopatia, que €
clinica e morfologicamente indistinguivel daguela observada na mérbida (HALL,
2004). O excesso de peso corporal estd associado com mudancas renais
estruturais e funcionais, tais como aumento da taxa de filtracdo glomerular
(TFG), fluxo plasmatico renal e microalbumindria (HALL, 2004; CHAGNAC et
al., 2003).

Chi-Yuan et al. (2006) observaram que, independente da presenca da SM,
guanto maior o IMC, maior o risco para DRC. Com base nesses achados, os
autores questionam o papel da SM, isoladamente, na génese de leséo renal.
Contudo, € preciso lembrar que, frequentemente, a obesidade se encontra
associada a SM e que tanto o sobrepeso quanto a obesidade sdo importantes

fatores de risco para o desenvolvimento do DRC (EZEQUIEL et al.; 2012).
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Partindo-se do principio que a microalbuminuria é reflexo das alteragdes na
filtracdo glomerular, € de se supor que a hemodindmica renal tenha um papel
fundamental na lesdo renal de obesos. De fato, essas alteracdes tém sido
descritas em humanos e animais (MULYADI et al., 2001; FERREIRAL et al.,
2011). Estudo realizado em individuos com sobrepeso e obesidade,
demonstrou que a presenca da obesidade andréide implicou em risco 18 vezes
maior de microalbumindria em relacdo a eutréficos controle, ao passo que
naqueles com distribuicdo ginecoide, este risco foi quatro vezes maior
(MULYADI et al., 2001).

A obesidade estad diretamente relacionada ao aumento na reabsorcao
tubular de sédio e a alteragdes na natriurese pressorica. Nestes casos, o tecido
adiposo abdominal, em excesso, promoveria aumento da pressao intrarrenal,
resultando em menor fluxo sanguineo renal na vasa recta, aumentando assim,
a reabsorcdo de sodio. Aléem disso, devido a baixa complacéncia da capsula
renal, uma maior compressao do sistema de filtracdo glomerular levaria a
aumento da pressao arterial, como medida compensatéria. Em longo prazo,
porém, ocorreria aumento na TFG e consequente lesdo renal (HALL et al.,
2003; 2004).

Embora os mecanismos responsaveis pelo aumento na TFG em individuos
obesos ndo tenham sido completamente elucidados, o mecanismo de feedback
da macula densa parece importante. Em fase inicial, 0 ganho excessivo de
peso corporal aumenta a reabsorcdo de sodio pelos segmentos tubulares
anteriores a macula densa. Assim, o hipofluxo de sédio na macula densa
resulta em ativacao do feedback tubuloglomerular, ocasionando vasoconstricdo

das artérias aferentes e aumento na secrecao de renina, apesar da retencao de
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sodio e expansao do volume extracelular (HALL et al., 2003). Entretanto, em
longo prazo, o rim sofreria os efeitos da hiperfiltracdo glomerular, que resultaria
em lesdo glomerular, diagnosticada pela microalbumindria (GROSS et al.,
2005).

Outro mecanismo, provavelmente envolvido na retencdo de sal associada a
obesidade, € a hiperatividade do sistema renina angiotensina aldosterona
(SRAA). Tanto em homens como em roedores, o tecido adiposo sintetiza todos
os elementos do SRAA, com fun¢Bes essenciais no equilibrio hidromineral e
cardiovascular (KLOET; KRAUSE; WOODS, 2010). Estudo com mulheres
obesas demonstrou que a perda de peso corporal em 5% se associou a
reducdes de 27% nos niveis séricos de angiotensinogénio, 43% de renina, 31%
de aldosterona e 12% na atividade da enzima conversora de
angiotensinogénio, além de reducédo significante na pressao arterial. (ENGELI
et al., 2005). Ainda em seres humanos com SM, a administracdo de
espironolactona, um inibidor competitivo da aldosterona, em monoterapia,
reduziu a pressao arterial de modo significante, sugerindo a importancia clinica
desse sistema hormonal na HA neste contexto (COSTA et al., 2010).

Ademais, estudos recentes sugerem que a aldosterona induziria lesao
vascular e HA apenas na vigéncia do consumo aumentado de sodio. O sodio
atua sinergisticamente na ativacdo do receptor mineralocorticéide (RM) pela
aldosterona, aumentando a expressdo de citocinas e mediadores pro-
inflamatérios como Cox-2, MCP-1 e osteopontina, responsaveis pelo
desenvolvimento de microalbuminaria, vasculopatia e HA (FUJITA, 2010).
Rocha e cols. (2002) demonstraram que a ativacdo dos RM pela administracéo

concomitante de aldosterona e sédio agravou a intensidade das lesdes
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coronarianas e da HA em ratos Sprague-Dawley; entretanto, na auséncia de
um dos agonistas ou na presenca de um antagonista mineralocorticéide, menor
acdo vasculotéxica e hipertensiva foi observada.

Complementarmente, a hiperatividade simpatica € uma caracteristica
comum a obesidade em humanos e em modelos animais. O aumento da
atividade simpética pode elevar a pressao arterial, via vasoconstricdo periférica
e aumento da reabsorcdo tubular renal de sodio, além de preceder e
desencadear altera¢des na atividade do SRAA (RAHMOUNI et al., 2005).

Evidéncias indicam que a hiperatividade simpatica na obesidade esta
diretamente correlacionada com os altos niveis de leptina. Aléem de seus efeitos
no controle do apetite e no metabolismo, a leptina age diretamente no
hipotalamo aumentando a atividade simpatica (CARVALHEIRA et al., 2005).
Em adicéo, a leptina poderia atuar diretamente no rim, aumentando o estresse
oxidativo e desencadeando estimulos simpaticos (BELTOWSKI et al., 2004).

Outro mecanismo envolvido na ativacdo simpatica seria a hiperinsulinemia
(RAHMOUNI et al., 2005). Dados do Normative Aging Study demonstraram
associacao entre IMC e concentracfes séricas de noradrenalina em individuos
hiperinsulinémicos, pressupondo, em obesos, a participacdo da insulina na
ativacao adrenérgica (WARD; SPARROW; LANDSBERG, 1996; EIKELIS et al.,

2003).

2.5. Tratamento da Sindrome Metabélica

Fundamentalmente, a SM é consequéncia de disturbios na homeostase
energética. Unger (2003) descreve a SM como uma “falha no sistema de

homeostase intracelular de lipidios”, o que predispéem individuos obesos a
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lipotoxicidade. Considerando que a SM esta intimamente relacionada a
resisténcia a insulina (REAVEN, 2002, DAS; PAL; GHOSH, 2012), que por sua
vez esta relacionada a obesidade, principalmente a obesidade abdominal
(RIBEIRO FILHO et al., 2006), o primeiro tratamento consiste na redu¢ao do
peso corporal associada a pratica regular de atividade fisica (GRUNDY et al.,
2004).

Tendo em vista, que a reducdo ponderal é a principal ferramenta
terapéutica para SM, Brambilla et al. (2011) relataram que a dieta e a atividade
fisica tem efeitos diferentes na composicéo corporal, com ambos contribuindo
para a perda de gordura, mas somente a atividade fisica aumenta a massa
muscular e consequentemente tem um efeito direto na funcdo metabdlica,
expressa por mudancas nos fatores de risco cardiovascular.

Todavia, as medidas ndo farmacolégicas frequentemente sédo de dificil
implementacdo uma vez que, estdo associadas a pratica regular de exercicios
fisicos e o tratamento medicamentoso da SM ainda ndo esta totalmente
estabelecido (I-DBSM, 2005). Assim sendo, muitos pacientes com SM
necessitam de tratamento medicamentoso integrado, abrangendo
simultaneamente cada um dos seus componentes (GRUNDY et al.,, 2004;
ISRAILI et al., 2007; LEE, 2010).

A utilizacdo de modelos experimentais de SM constitui uma alternativa para
estudo de mecanismos causais e para a avaliacdo do tratamento com
medicacdes anti-hipertensivas. Dentre estes modelos, 0os que sdo induzidos por
modificacdes dietéticas sdo os que melhor reproduzem as alteracdes

metabdlicas da SM, incluindo dislipidemia, hipertensao arterial, intolerancia a
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glicose e hiperinsulinemia (TOSHIHARU et al., 1996; DOBRIAN et al., 2000;
SHEN et al., 2004)

Chen et al, (2004), observaram que a HA e o DM foram as caracteristicas
associadas a SM que predispdem o individuo a maior risco do desenvolvimento
de microalbumindria. Diagnéstico esse, também demonstrado, na associagao
entre obesidade neuroenddcrina e hipertensao arterial, em ratos Wistar e ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) onde, alteracbes morfolégicas e
funcionais nos glomérulos foram observadas, sendo a hipertensdo um fator de
agravo (FERREIRA et al., 2011).

Um dos maiores desafios para o clinico refere-se ao tratamento da HA em
individuos com SM. Alguns autores preconizam o uso de diuréticos, o que pode
interferir em parametros metabolicos, enquanto outros sugerem a importancia
de farmacos que nao interfiram nesses parametros, tais como os bloqueadores
dos canais de calcio e os inibidores do SRAA (LUBSEN et al., 2005; WILLIAMS
et al., 2008).

As drogas inibidoras do SRAA, como os inibidores da enzima conversora da
angiotensina (IECAs) e os bloqueadores de receptores da angiotensina
(BRAs), sdo mais eficazes do que as outras classes de anti-hipertensivos,
principalmente na nefropatia diabética, mas também em hipertensos nao
diabéticos. O efeito renoprotetor dos IECAs e dos BRAs pode ser devido a sua
acao glomerular, ao causar vasodilatacdo da arteriola eferente, com
consequente queda da pressdo intraglomerular, um dos principais
determinantes da esclerose glomerular e da excrecédo protéica (FELDMAN et

al., 2008).
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Estudo em cdes e em ratos Sprague-Dawley, demonstraram que o blogqueio
SRAA preveniu o aumento da PA, assim como a les&o vascular induzida pela
aldosterona (ROCHA et al., 2002; DE PAULA; SILVA; HALL, 2004) Do mesmo
modo, o estudo Rales demonstrou que o tratamento com Espironolactona em
baixa dose (25 mg/dia), se associou a melhoria nos sintomas de pacientes com
insuficiéncia cardiaca grave, diminuicdo de hospitalizacdes e mortalidade (PITT
et al., 1999).

O bloqueio do SRAA parece eficaz para o controle da HA, bem como da
hipertrigliceridemia e da resisténcia insulinica (COSTA et al., 2010). Sarzani e
cols. (2008) observaram boa resposta anti-hipertensiva associada a baixa
frequéncia de efeitos adversos. Todavia, 0s estudos disponiveis nao
apresentam poder estatistico para generalizacdo dessa estratégia no
tratamento da HA associada a SM.

Por outro lado, estudos sugerem que dietas ricas em flavonoides tém a
propriedade de reduzir o risco de doencas degenerativas, tais como 0s eventos
coronarios, as doencas cardiovasculares, a dislipidemia e o diabetes (PEREZ-
VIZCAINO et al.,, 2010). Os flavonoides, entre eles a quercetina, estao
amplamente distribuidos nas plantas e encontram-se presentes em
guantidades consideraveis em frutas e vegetais (BIRT; HENDRICH; WANG,
2001). A quercetina (3,5,7,3',4’-pentahidroxiflavona), possui propriedades
antioxidantes, antinflamatérias e vasodilatadoras, que em estudos em animais e
humanos parece eficaz no tratamento das comorbidades que compdem a SM
(DUARTE et al., 2001; EDWARDS et al., 2007; MACKRAJ; GOVENDER;

RAMESAR, 2008).
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3. HIPOTESE

Ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica desenvolvem Sindrome
Metabdlica e apresentam alteragbes morfoldégicas e funcionais renais,

preveniveis com o bloqueio do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona.
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4. OBJETIVO GERAL

Avaliar parametros metabolicos, morfologicos e funcionais renais de
ratos Wistar apos inducao de Sindrome Metabdlica, submetidos ao bloqueio

do Sistema Renina Angiotensina Aldosterona.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
4.1.1. Reproduzir experimentalmente a SM em ratos Wistar.
4.1.2. Verificar a presencga de leséo renal no modelo.

4.1.3. Avaliar se ha resposta diferente com bloqueio de receptores AT; e
mineralocorticoéide.

4.1.4. Julgar o efeito anti-hipertensivo da quercetina
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Parecer do comité de ética em experimentagdo animal

O protocolo experimental foi submetido e aprovado pela Comisséo de Etica
na Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora, certificado
pelo protocolo N2 001/2009 - CEEA. A utilizacdo e manejo dos animais foram
conduzidos de acordo com as regras do “International Council for Laboratory

Animal Science”.

5.2. Animais

Foram utilizados 60 ratos Wistar, machos, com quatro semanas de idade,
pesando 55 + 3 g (média + DP), fornecidos pelo Centro de Biologia da
Reproducéo (CBR), da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em cinco grupos de 12

animais, em gaiolas de polipropileno, nas medidas de 41x34x16cm, cinco

animais por gaiola, com cama de maravalha, mantidos em armarios

climatizados, em ambiente com ciclo de iluminagéo claro/escuro de 12 horas,
temperatura controlada (23 + 2 °C) e umidade de (55 + 10%). No periodo de

experimentacéo, 0s animais receberam agua e racao ad libitum.

5.3.Grupos e desenho experimental

No grupo controle (C), os animais foram alimentados com dieta comercial
Nuvital® (Nuvilab, Colombo PR, Brasil), normocalérica (carboidrato 68%,
proteina 19%, lipidios 3,5%, fibras 4,5%, vitaminas e minerais 5%, 370

Kcal/100g) durante vinte semanas. No grupo hiperlipidico (H) os animais foram
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alimentados, pelo mesmo tempo, com dieta hiperlipidica pré-fabricada
(Pragsolugcbes Comércio e Servicos Ltda, Jau SP, Brasil), contendo:
carboidrato 35%, proteina 19%, lipidios 36,5%, fibras 4,5%, vitaminas e
minerais 5%, 520 Kcal/100g. Abaixo, composi¢cdo nutricional da dieta

hiperlipidica.

Tabela 1: Composicao nutricional da dieta hiperlipidica (g/kg)

Ingredientes Gramas/Kg
Amido de milho 200
Farelo de soja 300
Banha 190
Ac. Graxo saturado 158,5
Ac. Graxo insaturado 70
Fibra 30
L cistina 3,88
Cloreto colina 2,58
BHT (antioxidante) 0,014
Mix mineral* 35
Mix vitaminico# 10
TOTAL 999,974
Kcal Total: 5240
Kcal Lipidio 65%

* Mix Mineral (g/kg mix) contém: 30,59 MgS04.7H20; 65,2g NaCl; 105,7g KCI; 200,29
KH2PO4; 38,89 MgC0O3.Mg(OH)2.3H20; 40g FeC6H507.5H20; 516,4g CaCO3; 0,8g Kl; 0,9 g
NaF; 1,49 CuS0O4.5H20; 0,4g MnSO4 e 0,05g CoNO3 . # Mix Vitaminico (g/kg mix) contém: 3g
Tiamina mononitrato; 3g riboflavina; 3,5g piridoxina HCI; 15g nicotinamida, 8g pantotenato de
célcio, 1g acido félico; 0.1g biotina; 0,005g cianocobalamina; 0,013g acetomenaphtone, 0,69
acetato de vitamina A, 25g D-RRR- acetato tocoferol e 10g cloreto de colina.

Nos grupos hiperlipidico/Losartana (H+L), hiperlipidico/Quercetina (H+Q)
e hiperlipidico/Espironolactona (H+E) os animais receberam a mesma dieta do
grupo (H) e, a partir da oitava semana de vida, os animais do grupo H+L
receberam 10mg/kg/dia de Losartana (Merck S.A, Rio de Janeiro RJ, Brasil), os
animais do grupo H+Q receberam 10mg/kg/dia de Quercetina (Sigma Aldrick,

Germany) e o0s animais do grupo H+E receberam 40mg/kg/dia de

32



Espironolactona (Pfizer S.R.L, Buenos Aires, Argentina) por gavagem, durante

dezesseis semanas.

0 8 14 24

Semanas
de vida

Dieta Tratamento

Nascimento Desmame Eutanasia

0 4 10 20

Semanas
de experimento

Figura 1- Desenho experimental

5.4.Determinacao da Sindrome Metabdlica

5.4.1. Acumulo de gordura visceral

Uma vez por semana, durante 20 semanas de experimento, 0 consumo
energético e o peso corporal (g) dos animais foram avaliados, individualmente,
nos diferentes grupos. Considerou-se 0s animais como obesos quando a
diferenca de peso entre os grupos com dieta hiperlipidica (H, H+L, H+Q e H+E)
foi significante em relacéo ao grupo controle (C) (NASCIMENTO et al., 2008).

Para o calculo de consumo alimentar (g) e energético (Kcal/dia), os
animais foram pesados e alocados individualmente em gaiolas metabdlicas,
com quantidades fixas de dieta, uma vez por semana, por um periodo de 24

horas.
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5.4.2. Acumulo de gordura abdominal

Ao final do experimento, apds eutandsia por exsanguinacdo, sob
anestesia com cetamina, xilazina (Kénig SA®, Avellaneda, Argentina), foi
realizada lipectomia abdominal bilateral e obteve-se o peso (g) do tecido
adiposo retroperitoneal (RET), epididimarios (EP) direito e esquerdo. Estes

parametros foram utilizados como critério de obesidade visceral.

5.4.3. Pressao arterial

5.4.3.1. Método indireto
A presséo arterial sistolica foi determinada em mmHg, semanalmente,
utilizando o método néo invasivo da pletismografia de cauda (Pletismografo
LE5001; Panlab®, Barcelona, Espanha). Apés pré-condicionamento na camara
de contencdo, os animais foram pré-aquecidos a 35 + 2°C por 5 minutos e
foram obtidas dez leituras consecutivas. A medida individual da pressao arterial
foi calculada pela média das leituras obtidas (MACHADO; GUERRA; PETERS,

2010).

5.4.3.2. Método direto.

Os animais foram anestesiados com cetamina (90 mg/kg) e xilazina
(10mg/kg) (Konig SA®, Avellaneda, Argentina), administrada por via
intramuscular.

Apés fixacdo do animal em decubito ventral, a artéria femoral esquerda
foi localizada e dissecada. Com auxilio de linhas de sutura, o fluxo sanguineo
da artéria femoral foi interrompido na altura de sua extremidade distal e

proximal. Utilizando-se de tesoura oftalmolégica, um pequeno corte foi
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realizado na regido medial da artéria clampeada, servindo como via para
insercdo de um cateter de polietileno (PE 10) ligado a outro (PE 50) (Clay
Adams, Parsipanny, NJ, EUA), devidamente heparinizados. Apos cateterizacdo
da artéria com a extremidade PE10, a por¢do PES0 foi transpassada sob a pele
do dorso e exteriorizada na regido cervical. Apds a cirurgia, 0os animais foram
acondicionados em gaiolas individuais mantidas em estantes climatizadas,
durante 24 horas para recuperacao.

A céanula, extremidade PES50, foi entdo conectada a um transdutor de
pressdao ML865-25T (ADInstruments, Australia), ligado a um amplificador ETH-
400 (CB Sciences, Inc.). Este amplificador, por sua vez, foi conectado a um
conversor analogico digital PowerLab/400 (ADInstruments, Australia). A
transferéncia de dados entre o conversor e o computador foi feita por
intermédio de uma placa SCISI, onde o software Chart for Windows®, gerava
os registros de Presséo Arterial Pulsatil (PAP) a partir dos dados enviados pelo
conversor analégico, numa frequéncia de amostragem de 200 Hz. Os registros
da presséo arterial sistdlica (PAS), diastolica (PAD) e da frequéncia cardiaca

(FC) foram derivados “on line” da PAP (ADI Instruments, Australia).

5.4.4. Lipideos

Avaliaram-se 0s niveis séricos de triglicérides e colesterol total, vinte
semanas apos o inicio das dietas, no momento da eutanasia, ap6s 8 horas de
jejum, utilizando kits comerciais (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil) em analisador

automatico Labmax progress (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil).
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5.4.5. Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Em todos os grupos, foi coletado sangue (jejum de 8 horas) para a
dosagem de glicose no Ty (Tempo zero). Uma solucéo de glicose a 50% foi
administrada por gavagem, na dose de 2g/Kg de peso. Subsequentemente,
amostras de sangue foram coletadas nos tempos Ti (15min), T (30 min), T3
(60 min) e T4 (120min) e todas as amostras foram analisadas em glicosimetro
(MediSence, Abbot®, Chicago, USA). A &rea sob a curva foi calculada
utilizando-se o software Origin 3.5 (Microcal Software, Northhampton, MA).

A glicose sérica foi também dosada no momento da eutanasia, por kits
comerciais (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil), em analisador automético Labmax

progress (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil).

5.5. Funcéo renal

Apos coleta individual de urina (24 horas), o clearance de creatinina (Ccr)
foi calculado com base na Cr urinaria, Cr sérica, volume de urina em 24h e
peso corporal usando a seguinte equacdo: Ccr (ml/min/kg) = [Cr urinaria
(mg/dL) X volume urinario (mL)/Cr sérica (mg/dL)] [1000/peso corporal (9)]
[1/1440 (min)] (YAMABE, 2007).

As dosagens de creatinina sérica e urinaria foram realizadas com Kits
comerciais (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil), em analisador automatico Labmax

progress (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil).

5.6. Morfologia renal
O rim direito foi seccionado transversalmente, fixado em formalina
tamponada a 10% (pH=7.2), posteriormente embebido em parafina e

seccionado a 5 micra de espessura. Os cortes foram corados com
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hematoxilina-eosina e tricrbmico de Gomori, para avaliar a morfologia
glomerular.

A é&rea glomerular foi quantificada na coloracdo de hematoxilina-eosina
no aumento de 400x. Selecionaram-se apenas glomérulos em que se
identificou o polo vascular no corte estudado, para medi¢des de area, a fim de
garantir que os glomeérulos medidos fossem seccionados em planos similares.
As imagens glomerulares foram digitalizadas usando microscopio Optico Zeiss
Axiophot, equipado com camera Axicam MRc (Carl Zeiss®). Ap6s a
digitalizagdo, o tufo glomerular foi identificado e a area foi calculada, utilizando
o software de analise (Optimas 5.1; Optimas Corporation, Seattle, WA). Vinte
glomérulos corticais foram medidos em cada animal, seis animais por grupo
(Figura 2).

Figura 2- Perimetro externo, entre os limites capsula de Bowman (H&E). A
imagem da tela do computador demonstra as ferramentas do programa Zeiss
utilizado na morfometria.
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O volume glomerular (VG) foi calculado a partir da area transversal do
tufo glomerular (TG), utilizando a férmula (VG)= B/k (TG)*? onde B=1,38
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coeficiente da esfera e k=1,1 coeficiente de distribuigdo de tamanho (YAMABE
et al., 2007).

5.7. Eutanésia

Os animais foram eutanasiados com sobredose do anestésico cetamina
(90 mg/kg ip.) e do sedativo cloridrato de xilazina (10 mg/kg ip.) (Kénig SA®,
Avellaneda, Argentina). Seguido de exsanguinacédo total e deslocamento

cervical.

5.8. Andlise estatistica
Os resultados sdo apresentados como media e desvio padrdo. A
normalidade da amostra foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Os
grupos controle e hiperlipidico foram comparados pelo teste t de Student. Os
grupos hiperlipidicos foram comparados pelo teste de variancia ANOVA
bicaudal e teste de Dunnet . O nivel de significAncia assumido foi p<0,05. O

programa SPSS 15.0 foi usado em todas as analises
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussao serdo apresentados sob a forma de artigos,

submetidos aos periodicos “Jornal Brasileiro de Nefrologia” e “Food and

Chemical Toxicology”. Deste modo, nos artigos intitulados, “Dissociacao da

resposta anti-hipertensiva e metabdlica a losartana e espironolactona em

ratos com sindrome metabdlica experimental” e “Efeito da Quercetina em

ratos Wistar com Sindrome Metabodlica” encontram-se o0s principais

resultados obtidos no presente estudo, bem como sua discusséo.

Além disso, o presente estudo originou:

Um artigo de revisdo, intitulado “Flavonoides e seu potencial
terapéutico”, que foi publicado no Boletim do Centro de Biologia
da Reproducéo, v. 27, p. 33-39, 2008 (apéndice).

Um artigo, intitulado “Implantagdo e Padronizagdo da Técnica de
Afericdo Indireta da Presséo Arterial em Ratos Wistar da Col6nia
do Biotério do Centro de Biologia da Reproducédo” na Revista
Interdisciplinar de Estudos Experimentais, v.2, p. 60-61, 2010
(apéndice).

Apresentacdo de trabalho, na forma de péster, no XXVI
Congresso Brasileiro de Nefrologia, intitulado “Dissociacdo da
resposta anti-hipertensiva e metabdlica a losartana e
espironolactona  em ratos com sindrome  metabdlica

experimental”.
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6.1. Artigo 1:

EFEITO DA QUERCETINA EM RATOS WISTAR COM
SINDROME METABOLICA

Resumo:

Introducdo: O tratamento da sindrome metabdlica (SM) é um desafio,
uma vez que terapias nao medicamentosas sao de dificil implementacéo e o
tratamento farmacologico ideal ndo estad totalmente estabelecido. Obijetivo:
Avaliar o efeito da quercetina na pressao arterial (PA), dislipidemia, acamulo de
gordura visceral e na funcdo e morfologia renais em modelo experimental de
SM induzida por dieta hiperlipidica. Métodos: Ratos Wistar receberam racao
hiperlipidica a partir da quarta semana de vida, por 20 semanas. O grupo
tratado recebeu quercetina a partir da oitava semana de vida. Avaliou-se
semanalmente o peso corporal e a PA de cauda por pletismografia. Ao final do
experimento foram realizados testes de tolerancia oral a glicose, perfil lipidico,
clearance de creatinina, medida direta da PA, analise morfométrica renal.
Resultados: A administracdo de dieta hiperlipidica se associou ao
desenvolvimento de SM, caracterizada por acumulo central de gordura,
hipertensédo arterial, hiperglicemia e hipertrigliceridemia. Nesse modelo nao
foram observadas alteracdes da histomorfometria renal. A quercetina néo
apresentou eficacia no tratamento das comorbidades que compdem a SM.
Conclusdo: A administracdo cronica diaria da quercetina em modelo
experimental de SM induzida por dieta hiperlipidica ndo alterou de forma

significante o perfil nutricional, metabdlico e pressérico dos animais.
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6.2. Artigo 2:
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Dissociagio da resposta anti-hipertensiva e metabolica
a losartana e espironolactona em ratos com sindrome

metabolica expenmental

Dissociation of antihypertensive and metabolic response to losartan
and spironolactona in experimental rats with metabolic sindromea

ReEsumo

Introdwgio: O mwammesto da Riperteasda
areerial (HA| em imdivi dnot com iadrome
metabilica (58] & um deafio, nma vez que
terapias ado medicarneaasan sio de dificil
implernearagio ¢ o tratamente farmacols-
gico ideal nio e1nd rotalmenne estabelecido.
Objetive: Avaliar o blogueis do sistema
rexina aegiotemiing aldovcerona [(SRAA)
ma preuds arrerial (PA), az fns.q.in * aa
marfologia rengis em reedels experimen-
tal de 50 induzida por dieta hipeclipidica.
Métodor: Raros Wistar receberam ragie
kipeslipidica o partir da guarta semana de
wida, par 20 vermazas. Oh grupos ramdo
receberam Losartana ow Espiroaolactona a
partir da oftava temana de vida. Avalion-
-i¢ pereasalmeste o peio corparal ¢ a PA
de canda por pletismogrofia. Ao fnal da
experimesto, foram realizados teares de to-
lecincia oral i glicewe, perfil lipidico, clea-
rance de crearizina, medida direra da PA,
andlite morborétrica renzl. Resnltados: A
admizivragio de dieta hipeclipidica se as-
wocien a0 dessavelvimeato de IM, carac-
terizada por océrenle central de gordura,
kipertensio arterial, hiperglicemia & hiper-
trigliceridemmia. Menwe modelo p8o foram
obiervadas alterapber da hisvermocfome-
tria remal O blogueio do recepior AT1 da
angiotenting IT (Aag | prevenin o dewen-
volvimento da HA. O blogaeio mineralo-
corticoids n3o apreseaton eficdcia anri-ki-
pertensiva, poréem, asocion-ie i redugde
da gardwra obdominal. Cenduiio: A dis-
wociagie da respoima anci-kipertessiva ao
blogueios dot receprore: da Ang IT & mine-
ralocorticoide indica a participagio da Aag
II 2a génese da FHA auociada i obesidade.
A redugho da ohesidade ceamal com a Es-
piroanlactona togere o presenga de efein
adipegénice mineralocerticoide.
Falavras-chave: anireais, hipertemido,
oberidade, titerna resizo-amgioteasing,
windroree x merabalica.

ADSTRACT

Istrodnction: The treatreent of arrerial
kypertension |(AF| in patients with meta-
bolic syadrome (B45| iv a challeage, since
zon drog :I'...-r:lp et are difficuls to imple-
mext and optimal pharmacelagical treac-
meat is aot fally established. Aim: To as-
iens the b'.nch.:lr.-r of the rennin angioten-
via aldecterane svecem (BAAS) in blood
pressure (BP| iz resal funcrion and mec-
pholegy iz as experimestal model of M5
indwced by high far dies. Methede: Wistar
rats were fed on high far diet from the
fourth week of life, for 20 weeks. The
groaps received Loiarms or Spireno-
lacroze from che eighth week of life. We
weekly evaluated the body weight and BP
by tail pleckyiumography. Ac the ead of the
experimear oral glacose tolerasce, ligid
profile, creatinine clearasce ceams, and
the direct meainrement of BP were per-
foarmed. A morphoreetric kideey analysis
wai performed. Resnli: The admiwivtra-
tion of high-far diet was asociated with
the developreeat of M5, characterized by
ceatral far accereelation, kypertenvioa,
kyperglycemia aad hypertrighyceridersia.
In this model there were mo change: in
renal ki :n"nn-pb:,r_ur_". The blockade of
JLa- otemsin II (Aag I} recepior AT1 pre-
vented the developmest of kypertenvion.
The mizeralocartdonid block

kave antibypertensiv

iocizted with reduction of

Conclusion: The dinvociation of the an-
tihypercensive resposse to che blockade:
of Ang I recepron: and mineralocerticoid
indicares che involvernent of Ang I in the
pachogeneiis of hypereasion asvociaved
wirh oberity. Reduvetion of f cenrral abeity
with Spironolactone smggests the p

of mineralocorticeid adipogenic effect
Feywordi: animals, hypertension, reerabolic
ivadrome x, obeity, resiz-asgiorensis
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6.3.Artigo 3:

Flavondides e seu potencial terapéutico

Flavonoids and potential therapeutic
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Resmmeo: Enre os hzoteripioos ahalmente estudades, os Baondides dm mereddo destague em virmde de sua
ampla gama de agtes teapéatics ji demonstradas mneo sperimentalments quanto em humancs. Sen use para
trutamento de sintomas da menopausa tem kevado 20 consumo indiscriminado, por mulhenes ness fGia de idade
&, akém disso foram demonsirados dfsitos antimicrohiana, amtivisal, I.l.'II:I'I.IJEEfDEEﬂ.lCD\,. m'l:in:ﬂplisim-, antoxidanie,
antihepatotdaico, anghiperersive, hipolipidémioo, andinflamattnio, andplaquetirio. [Desa forma, parecew im-
portants apresentar informagtes sobre os flavondidss, shordando sua coménga na nasurera, esnoiurs guimica,
atividade biolégic & memnizno de actio.

Palavras-chawe: Flavondides. Firnterdpion.

FLAVONOIDES ORIGEM,
OCORRENCIA NA NATUREZA,
FUNCAD NAS PLANTAS

£ pequena. Todavia estio presentes em abondincia nas
anpiospermas, apresentando nesse gropo enorme diversi-
dade estrutural (SIMOES e al., 2000).

A distribuigio dos favondides nos vepetais depen-
de de diversos Btores de acordo com 2 filafordemd -

Em 1930 uma nova substincia quimica foi isolada  milia do vegetal, bem como da wariacio das espécies.

de laranjas ¢ acreditava-=e trazr de mais um nove mem-
b da familia das vitaminas € exa substincia foi designa-
da coma viemminag I verifvcando -z maix rarde tratar-z= de
um Havondide. O Aavondides representam um dos gro-
pos mais importantes € diversiboados entre 0s produtos
de orgem vepetal & sSo amplamente distribuidas no reino
vepetal. Com poucos relatos em algas, alpuns represen-
tantes formm identifcados em bridhtas, exisindo apenas
um relato de ocorréncia em funpos. Em preridofitas am-
b foram encontrados, mas saa variabilidade estrsieral

Universidade Federa] de Juiz de Fora ¢ Juiz de Fora - MG
" Universidade Federzl de Vigosa § Vigosa — MG,

Uiversidade Federl de Ouro Preto / {um Prem — MG,

Geralmente, Aavondides encontrados nas folhas podem
ser diferentes dagueles presentes nas fores, nos galhos,
raires e frutos. ) mesmo composo ainda pode apre-
senear diferentes concentragies dependendo do drpdo
vepetal em que se encontra (SIMOES ex 2l 2000). E
importante ressaltar que Giores abiéticos natwrais como
a radiagio solar, mmios UV, periodos de seca 0w dhuva,
nutrientes e estacoes do ano influendam no metabo-
lismo & na producio destes compostos e ainda, ftores
artificiais, como poluentes, podem interferir ambém
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6.4. Artigo 4:

1]

ARTIGO ORIGIMAL

IMPLANTACAO E PADRONIZACAO DA TECNICA DE AFERICAO
INDIRETA DA PRESSAO ARTERIAL EM RATOS WISTAR DA
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ESTABLISHMENT OF STANDARDIZATION AND GAUGING TECHNIQUE OF INDIRECT

BLOOD PRESSURE IN RATS OF
REPRODUCTION (CER)
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A marutengio da presSo anerial (PA) em nives adequadas &
essencial parz 3 homenstase do cepanismo. Ma experimentacio animal,
o método mals utilizado pam monitorizacio da pressio arteral de
forma nao invasiva £ a pletismografa de cauda (MALKOFF, 2005).

Ema thmic apressnia vaniagens como nio ser invasiva, no
exiplr recumsos cinirgins, permitic aferigies repetidas de presso
arterial durante experimentos de corta ou lenpa durco, baiio custo
n:nmp.:.r.ldu 2 themicas de eddemetriz, além de er utiltrada come forma
de triapem da hipertensio arterial (KURTZ etal., 2005).

Uma wariedade de témicas tem sido oferecida por diferentes
pen:]ui.-ﬂrlnr:l aHn o D]IjEﬁ.'FD de minimizar o estrese animal
melhorar 2 confighilidade de afericio, induinde tamanhoe adequada
do consensor, teemperatu. de aquecimento meparal, condicionamento
animal, utilizacio de um dnico oo pam realmacio das aferigtes,
equipamentos livres de odores e lmiage do campo vimsal animal
(BUMAG, 1983; MENETOMN et al, 2000).

Um contensor de mmanho apropriado & esendal para medighes
de pres@o arteral O contensor deve proporcionar conforin ao
.:.nlrm]. criando asim, um amnbiente de baiso ssirese o permlundu
an pesquisdor observar constantemente o comportamentn animal.
Se o contensor apresentar um pequena didmetro, o espage el
limnitard a respimagio animal, que procurari mmpensr o indimoda
alonpando-se, perando assm dteragtes no fuxo respimténio, além de
Uma maovimentacin scesiva da cuda (MALKOFF, 3005).

Outro Geor imporante para medidas consiszentes de premao
arterial £ 2 temperztura crporal do amimal. A termo-repubicio & o
métode pelo gual o animal dimimal 2 sua temperaura comporal
dissipande o calor atraveés do aumento do fuso sanpuines cudal. A

Cormependecs wthee: Hume Machade, Univesidade Pl de Juix de
Fara, Cenim de Binkogia da Resrodugie, Campas Univesitiriz, Caiza Foatal
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temperatura de aferigio da pressto arterial de forma indireta varia de
acordn com o protomds utilizado, mas deve permanecer entre 3000
& 350 C para nfio qusar um axperaquedmento do animal, gerando
assim aumento do nivel repiratteio & malor estrese. (MENETON et
al, 2000; WHITESALL et al, 2004).

Uma ver agueddos, of animais devem ser cuidadosaments
manuseados de forma 2 entrarem espontanezmente no sistemna de
ntencio (Figura 1), 2 qual & coberta por uma toalha vermelha para
rediscio de sen campo visml - 2 e vermelha nao é identificada pelo
animal.

Fipum 1: Contensor (st dara), Manguito (=5 esrura) ¢ sensor fesnela)
eolocados na canda do animal

A maioria dos protocolos recomenda 2 média de 3 2 10 aferigtes
por animal para ohter-se 3 média da pressio areral. A pritica de
inspecionar s resultados & descartar valores imconsistentes antes da
média final pera um vids & deve ser eviada a menos que, um reulado
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inconsistente ssja comprovadamente cusado por problema téomico.
Para mimimizar as chances de influenciar os resulindos, & aconsehivel
que o técnico exscute @ analise os resultadns em duplo cepe (BLAMND:

ALTMAN, 1986; KURTZ et al.. 2005).

Nevista IntardissSplinar di Extodos Experimentzis, v. 2, 02, p. 60 - 61, 3010
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6.5. Apresentacao em congresso:

Certificado

Certificamos que Machado H, Sanders-Pinheiro H, Terra Mm, Guerra Mo, De Paula,
Rb, Peters, Vm participou do XXVI Congresso Brasileiro de Nefrologia com o trabalho:
Dissociagdo Da Resposta Antihipertensiva Em Relagdo Aos Bloqueios Da
Angiotensina li E Da Aldostera Em Modelo Experimental De Sindrome Metabdlica
na forma de POSTER.
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7. COMENTARIOS FINAIS

No presente estudo, a administracdo de dieta rica em lipidios, por um
periodo de 20 semanas, induziu obesidade central, hipertrigliceridemia,
alteracbes glicidicas e hipertensdo arterial em ratos Wistar, achados

compativeis com diagnéstico da SM.

N&o foram observadas alteracdes na funcéo renal, avaliada pela creatinina
e pela depuracao de creatinina, bem como na histologia renal. Entretanto, uma
nefropatia mais incipiente, ndo pode ser descartada visto que n&o foram
avaliados, no presente trabalho, indicadores de lesdo em fase mais precoce,
como a expressao de mediadores inflamatorios, de fatores de crescimento e de

proteinas marcadores de transicéo epitélio-mesenquimal.

O bloqueio do SRAA em ratos Wistar com SM demonstrou ser uma medida
eficaz na reducdo da presséao arterial, quando o bloqueio se da ao nivel de
receptores da angiotensina Il. Porém, a mesma eficacia hipotensora nao foi
observada no bloqueio de receptores mineralocorticoides, que tiveram por
outro lado sua atividade adipogénica inibida, o que preveniu o acumulo de

gordura abdominal.

A administracao cronica diaria do flavonoide quercetina em ratos Wistar
com SM néo alterou de forma significante o perfil nutricional, metabdlico e

pressoérico dos animais.
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8. CONCLUSAO

Ratos Wistar alimentados com dieta hiperlipidica desenvolveram Sindrome

Metabdlica, porém nao foram observadas alteracdes morfoldgicas e funcionais

renais.
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10. APENDICES

Artigo 1

DISSOCIACAO DA RESPOSTA ANTI-HIPERTENSIVA E METABOLICA A
LOSARTANA E ESPIRONOLACTONA EM RATOS COM SINDROME
METABOLICA EXPERIMENTAL.

DISSOCIATION OF ANTIHYPERTENSIVE AND METABOLIC RESPONSE TO
LOSARTAN AND SPIRONOLACTONE IN EXPERIMENTAL RATS WITH
METABOLIC SINDROME.

Descritores

Obesidade; Sindrome X Metabdlica; Hipertenséo; Sistema Renina
Angiotensina; Modelos animais.

Resumo (Portugués)

Introducdo: O tratamento da hipertensdo arterial (HA) em individuos com
sindrome metabodlica (SM) é um desafio, uma vez que terapias néo
medicamentosas sdo de dificil implementacdo e o tratamento farmacoldgico
ideal ndo esta totalmente estabelecido. Objetivo: Avaliar o bloqueio do sistema
renina angiotensina aldosterona (SRAA) na presséao arterial (PA), na funcéo e
na morfologia renais em modelo experimental de SM induzida por dieta
hiperlipidica. Métodos: Ratos Wistar receberam racdo hiperlipidica a partir da
guarta semana de vida, por 20 semanas. Os grupos tratados receberam
Losartana ou Espironolactona a partir da oitava semana de vida. Avaliou-se
semanalmente o peso corporal e a PA de cauda por pletismografia. Ao final do
experimento foram realizados testes de tolerancia oral a glicose, perfil lipidico,
clearance de creatinina, medida direta da PA, analise morfométrica renal.
Resultados: A administracdo de dieta hiperlipidica se associou ao
desenvolvimento de SM, caracterizada por acumulo central de gordura,

hipertensédo arterial, hiperglicemia e hipertrigliceridemia. Nesse modelo nao
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foram observadas alteracdes da histomorfometria renal. O blogueio do receptor
AT1 da angiotensina Il (Ang Il) preveniu o desenvolvimento da HA. O bloqueio
mineralocorticéide ndo apresentou eficdcia anti-hipertensiva, porém se
associou a reducdo da gordura abdominal. Conclusdo: A dissociacdo da
resposta anti-hipertensiva aos bloqueios dos receptores da Ang Il e
mineralocorticéide, indica a participacdo da Ang Il na génese da HA associada
a obesidade. A reducédo da obesidade central com a Espironolactona sugere a
presenca de efeito adipogénico mineralocorticoide.

Introducéo

A obesidade é considerada uma epidemia mundial que ocorre em virtude
de mudangas econdmicas, sociais e demograficas correntes nas diferentes
populacdes. A Organizacdo Mundial da Saude estima que, atualmente, existam
aproximadamente 400 milhdes de individuos obesos no mundo e que sua
prevaléncia vem aumentando substancialmente nas Gltimas décadas™?.

A obesidade é uma doenca multifatorial, relacionada a fatores
hereditarios e, principalmente, a habitos alimentares inadequados. Esse perfil
de modificagdes no padrdo nutricional culmina em um balanco energético
positivo, agravado pela associacdo com o sedentarismo que, em conjunto,
contribuem para o desenvolvimento da sindrome metabdlica®.

O tecido adiposo acumulado é um 6rgdo metabolicamente ativo, que
secreta varias substancias denominadas adipocinas, com acao inflamatoria,
hormonal e hemodinamica. Estas adipocinas, em sua grande maioria, estao
relacionadas direta ou indiretamente, a processos que contribuem para o
desenvolvimento de aterosclerose, hipertensdo arterial (HA), resisténcia
insulinica (RI), diabetes mellitus (DM) e dislipidemia, ou seja, representam o elo
entre adiposidade e sindrome metabdlica®®. Esta é caracterizada pela
associacdo de trés ou mais comorbidades que incluem obesidade central,
hipertenséo arterial, intolerancia a glicose, aumento nos niveis de triglicérides e
reducdo nos niveis de colesterol HDL®’. Em conjunto, estes fatores resultam

em elevado risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares (DCV) e
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lesdo renal, sendo este risco proporcional ao nimero de componentes da
SMm®2,

Até o momento ndo existe tratamento especifico para SM, no entanto,
acredita-se que a abordagem de seus componentes poderia reduzir o risco
cardiovascular. Idealmente, este tratamento deveria se basear na reducdo
ponderal, uma vez que esta representa a medida mais eficaz na prevencao do
DM, reducdo do colesterol e dos triglicérides, reducao da Rl e dos niveis
pressoéricos™. Contudo, o indice de sucesso desta medida terapéutica é baixo,
0 que demanda a instituicdo de tratamento especifico da dislipidemia, da RI e
da HA'™.

Um dos maiores desafios para o clinico refere-se ao tratamento da HA
em individuos com SM. Conforme citado, as medidas ndo farmacologicas
frequentemente sao de dificil implementacdo e o tratamento medicamentoso
ainda ndo esta totalmente estabelecido™. Alguns autores preconizam o uso de
diuréticos, o que pode interferir em parametros metabdlicos, enquanto outros
sugerem a importancia de farmacos que nao interfiram nesses parametros, tais
como os bloqueadores dos canais de célcio e os inibidores do SRAA™1314,

Nos ultimos anos tem sido sugerida participacdo da aldosterona na
génese da HA associada & obesidade. Estudo em cdes'® e em ratos Sprague-
Dawley'® demonstraram que o bloqueio desse sistema preveniu o aumento da
PA, assim como a lesdo vascular induzida pela aldosterona. No entanto, em
ambos os estudos, os animais apresentavam balanco positivo de soédio, fator
recém-descrito como mediador da acdo vasculotdxica da aldosterona®’.

O bloqueio do SRAA parece eficaz para o controle da HA bem como da
hipertrigliceridemia e da RI*®*°. Todavia, os estudos disponiveis s&o escassos
e envolvem apenas um numero pequeno de pacientes, o que, portanto, ndo
permite a generalizacdo dessa estratégia para o tratamento da HA associada a
SMll'ZO.

A utilizacdo de modelos experimentais de SM constitui uma alternativa
para estudo de mecanismos causais e para a avaliacdo do tratamento com
medicacfes anti-hipertensivas. Dentre estes modelos, 0os que sdo induzidos por
modificacdes dietéticas sdo os que melhor reproduzem as alteracbes
metabdlicas da obesidade humana, incluindo dislipidemia, intolerancia a glicose

e hiperinsulinemia®*%223,
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No presente estudo avaliou-se o bloqueio da angiotensina e da
aldosterona sobre a pressao arterial, fungéo e morfologia renais em um modelo

experimental de SM induzida por dieta hiperlipidica.

Metodologia

Modelo experimental

Ratos Wistar machos com 4 semanas, fornecidos pelo Centro de
Biologia da Reproducédo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora foram
distribuidos aleatoriamente em quatro grupos de 12 animais. No grupo controle
(C), os animais foram alimentados com dieta comercial Nuvital® (Nuvilab,
Colombo PR, Brasil), normocalérica (carboidrato 68%, proteina 19%, lipidios
3,5%, fibras 4,5%, vitaminas e minerais 5%, 370 Kcal/100g) durante vinte
semanas. No grupo hiperlipidico (H) os animais foram alimentados, pelo
mesmo tempo, com dieta hiperlipidica pré-fabricada (PragSolugbes Comeércio e
Servicos Ltda, Jau SP, Brasil), contendo: carboidrato 35%, proteina 19%,
lipidios 36,5%, fibras 4,5%, vitaminas e minerais 5%, 524 Kcal/100g®, Tabela
1.

Tabela 1. Composicéo nutricional da dieta hiperlipidica (g/kg)

Ingredientes Gramas/Kg
Amido de milho 200
Farelo de soja 300
Banha 190
Ac. Graxo saturado 158,5
Ac. Graxo insaturado 70
Fibra 30
L cistina 3,88
Cloreto colina 2,58
BHT (antioxidante) 0,014
Mix mineral* 35
Mix vitaminico# 10
TOTAL 999,974
Kcal Total: 5240
Kcal Lipidio 65%

* Mix Mineral (g/kg mix) contém: 30,59 MgS0,4.7H20; 65,2g NaCl; 105,7g KCI,
200,29 KH2POg4; 38,8g MgCO3.Mg(OH),.3H,0; 40g FeCeHsO7.5H,0; 516,49
CaCOg; 0,8g KI; 0,9 g NaF; 1,49 CuS04.5H,0; 0,4g MnSO,4 e 0,05g CoNOs . #
Mix Vitaminico (g/kg mix) contém: 3g Tiamina mononitrato; 3g riboflavina; 3,59
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piridoxina HCI; 15g nicotinamida, 8g pantotenato de calcio, 1g acido folico; 0.1g
biotina; 0,005g cianocobalamina; 0,013g acetomenaphtone, 0,6g acetato de
vitamina A, 25g D-RRR- acetato tocoferol e 10g cloreto de colina.

Nos grupos hiperlipidico/Losartana (H+L) e hiperlipidico/Espironolactona
(H+E) os animais receberam a mesma dieta do grupo (H) e a partir da oitava
semana de vida, os animais do grupo H+L receberam 10mg/kg/dia de
Losartana (Merck S.A, Rio de Janeiro RJ, Brasil) e os animais do grupo H+E
receberam 40mg/kg/dia de Espironolactona (Pfizer S.R.L, Buenos Aires,
Argentina) por gavagem, uma vez ao dia, durante dezesseis semanas, Figura
1.

Todos os animais foram acompanhados durante vinte semanas. Vinte e
guatro horas precedendo a eutanasia, a urina foi coletada em gaiola metabdlica
e os animais foram submetidos a implante de cateter para medida da pressao
arterial direta e teste oral de tolerancia a glicose. A eutanasia foi realizada por
exsanguinagéo sob anestesia com cetamina (90 mg/kg ip.) e xilazina (10 mg/kg
ip.) (Kénig SA®, Avellaneda, Argentina). Foram colhidos sangue e rim no

momento da eutanasia, Figura 1.

Dieta Tratamento Pressdo arterial indireta

Nascimentn Desmame Eutanasia

0 4 10 20

Semanas

Figura 1. Desenho experimental

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora (N2
001/20009).

Obesidade
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Consideramos o0s animais como obesos quando a diferenca de peso
entre os grupos com dieta hiperlipidica (H, H+L e H+A) foi significativa em
relacdo ao grupo controle (C)***. Decorridas 20 semanas de experimento,
apos eutanasia com cetamina, xilazina e exsanguinacdo, foi realizada
lipectomia abdominal bilateral e obteve-se o peso (g) do tecido adiposo
retroperitoneal (RET), epididimérios (EP) direito e esquerdo. Estes parametros
foram utilizados como critério de obesidade visceral®.

Para o calculo de consumo alimentar (g) e energético (Kcal/dia), os
animais foram pesados e alocados individualmente em gaiolas metabdlicas,
com quantidades fixas de dieta, uma vez por semana, por um periodo de 24
horas.

Pressao arterial

Método indireto

A pressao arterial sistolica (PAS) foi determinada em mmHg,
semanalmente, utilizando o método néo invasivo da pletismografia de cauda
(Pletismégrafo  LE5001; Panlab®, Barcelona, Espanha). Apés pré-
condicionamento na camara de contencdo, os animais foram pré-aquecidos a
35+2°C por 5 minutos e foram obtidas dez leituras consecutivas. A medida

individual da press&o arterial foi calculada pela média das leituras obtidas®.
Método direto

As medidas diretas de PAS e pressdo arterial diastolica (PAD) foram
obtidas em mmHg, vinte semanas ap0s o inicio do experimento, por canulacéo
da artéria femoral direita, realizada sob anestesia com cetamina (90 mg/kg ip.)
e xilazina (10 mg/kg ip.) (Kénig SA®, Avellaneda, Argentina). Vinte e quatro
horas apds a cirurgia, o registro da presséo arterial foi realizado pelo método
da presséao arterial pulsatil, utilizando-se o transdutor de pressao ML865-25T

(ADInstruments®, Sydney, Austréalia)®’.

. s

Lipideos
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Avaliaram-se 0s niveis séricos de triglicérides e colesterol total, vinte
semanas apos o inicio das dietas, no momento da eutanasia, apos 8 horas de
jejum, utilizando kits comerciais (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil).

Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)

Dezenove semanas apOs inicio da dieta, em todos os grupos, foi
coletado sangue da canula de medida da presséo arterial (jejum de 8 horas)
para a dosagem de glicose no Ty (Tempo zero). Solugéo de glicose a 50% foi
administrada por gavagem, na dose de 2g/Kg de peso. Subsequentemente,
amostras de sangue foram coletadas nos tempos T1 (15 min), T2 (30 min), T3
(60 min) e T4 (120 min) e todas as amostras foram analisadas em glicosimetro
(MediSence,Abbot®, Chicago, USA). A area sob a curva foi calculada
utilizando-se o software Origin 3.5 (Microcal Software, Northhampton, MA)?,

A glicose sérica foi também dosada no momento da eutanasia, por kit

comercial (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil).

Funcéao renal

No término do experimento, em todos 0s grupos, no momento da
eutanasia, foi coletado sangue (jejum de 8 horas) para dosagem sérica da
creatinina (Cr). A creatinina urinaria foi dosada na urina de 24h colhida em
gaiola metabdlica neste mesmo ponto. Os ensaios foram realizados com Kits
comerciais (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil), em analisador automatico Labmax
progress (Labtest®, Lagoa Santa, Brasil).

Apoés coleta individual de urina (24 horas), o clearance de creatinina
(Ccr) foi calculado com base na Cr urinaria, Cr sérica, volume de urina em 24h
e peso corporal usando a seguinte equacédo: Ccr (ml/min/kg) = [Cr urinaria
(mg/dL) X volume urinario (mL)/Cr sérica (mg/dL)] [1000/peso corporal (g)]
[1/1440 (min)]%.

Morfologia renal

O rim direito foi seccionado transversalmente e fixado em Formol Célcio
de Backer, posteriormente embebido em parafina e seccionado a 5um de
espessura, e corados com hematoxilina-eosina, para avaliar a morfologia

glomerular.
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Foram avaliadas por morfometria a area e volume glomerulares. A area
glomerular foi quantificada no aumento de 400x. Selecionaram-se apenas
glomérulos em que se identificou o polo vascular no corte estudado para
medicbes de area, para garantir que os glomérulos medidos fossem
seccionados em planos similares. As imagens glomerulares foram digitalizadas
usando microscépio 6ptico Zeiss Axiophot HBO50, equipado com camera
Axicam 1Cc3 (Carl Zeiss®, Jena, Alemanha). Apés a digitalizacdo, o tufo
glomerular foi identificado e a &rea foi calculada em pm? utilizando o software
de analise (Optimas 5.1; Optimas Corporation, Seattle, WA). Vinte glomérulos
corticais foram medidos em cada animal, seis animais por grupo. O volume
glomerular (VG) foi calculado a partir da area transversal do tufo glomerular
(TG), utilizando a férmula - VG= B/k (TG)*? onde B=1,38 coeficiente da esfera e

k=1,1 coeficiente de distribuicdo de tamanho™.

Analise estatistica

Os resultados sao apresentados como meédia e desvio padrdo. A
distribuicdo da amostra foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirmnoff. Os
grupos controle e hiperlipidico foram comparados pelo teste t de Student. Os
grupos hiperlipidicos foram comparados pelo teste de variancia ANOVA
bicaudal, post hoc pelo teste de Dunnet. O nivel de significancia assumido foi
p<0,05. O programa SPSS 15.0 foi usado em todas as andlises (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA).

Resultados

Obesidade e sindrome metabélica

A despeito da diferenca da composicdo dietética, com maior
percentagem de lipideos nos grupos H, a ingestdo energética foi semelhante
entre os grupos (Tabela 1). Ao longo das 20 semanas de estudo todos os
animais ganharam peso. Na 10° semana de experimento, os animais do grupo
H apresentaram ganho de peso 17,5% superior ao grupo C (p<0,001). A partir
deste ponto os grupos H, H+L e H+E mantiveram-se com peso superior ao

grupo C, néao diferindo entre si. Ao final do experimento, essa porcentagem
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atingiu 22,8% superior ao grupo C nos trés grupos experimentais (p<0,001,
Figura 2).

Além do aumento no peso corporal, os grupos H, H+E e H+L
desenvolveram acumulo de gordura visceral e epididimaria ao final do
experimento (Tabela 2). Comparando 0s grupos, apenas 0 grupo H+E
apresentou acumulo de gordura retroperitoneal menor 11,0+2,3 vs 14,8+3,1 ¢

guando comparado ao grupo H (p<0,01).

Tabela 2: Consumo energético, peso do tecido adiposo retroperitoneal e

epididimario, nos grupos de estudo.

Variaveis © (H) (H+E) (H+L)
N=12 N=12 N=12 N=12
Ingestéo diaria (g/dia) 170+24 131+23* 130272 134+£2,2
Ingestao energética 63,1+89 683+121 67,6+11,3 69,8+11,6
(Kcal/dia)

Gordura retroperitoneal (g) 54+£18 149+38* 11,0+23# 1441472
Gordura epididiméaria (g) 25+0,6 66+14* 54+£1,0 6,9+19

Dados apresentados em meédia + desvio padrdo. Ingestdo diaria e energética
apresentadas como média das avaliacdes semanais a partir da 12 semana do
experimento. Gordura epididimaria e retroperitoneal pesadas no momento da
eutanasia ao final do estudo. Os grupos controle e hiperlipidico foram
comparados pelo teste t de Student e os grupos hiperlipidicos entre si por
ANOVA e teste de Dunnet. * p<0,05 vs grupo controle (teste de t Student). #
p=<0,05 vs grupo hiperlipidico (teste de Dunnet).
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Figura 2: Peso corporal dos grupos estudados. Dados apresentados em média
+ erro padrdo. Peso corporal apresentado como média das avaliagbes
semanais nos diferentes pontos. Os grupos controle e hiperlipidico foram
comparados pelo teste t de Student e os grupos hiperlipidicos, entre si, por
ANOVA e teste de Dunnet. * p<0,05 grupo controle vs grupo H (teste de t
Student).

A partir da 172 semana de experimentacdo, o grupo H apresentou
elevacdo da PAS (Figura 3). Esse aumento foi confirmado na 202 semana apés
afericdo direta da pressdo arterial, onde o grupo H apresentou aumento
significante em relacéo ao grupo C (159,0+10,1 vs 118,7+8,4 mmHg, p<0,001).
O mesmo comportamento foi observado na PAD (94,3+8,5 vs 83,2+6,2 mmHg,
p<0,001, Figura 4).

Em relacdo ao perfil metabdlico, observou-se aumento dos niveis de
triglicérides nos animais submetidos a dieta hiperlipidica (53,8+12,4 mg/dL vs
28,0+4,8 mg/dL) nos grupos H e C, respectivamente (p< 0,001). Os niveis de
colesterol ndo se alteraram (67,6+4,69 mg/dL vs 63,2+9,2 mg/dL), Tabela 2. A
glicemia de jejum nédo diferiu nos grupos C e H, porém, um aumento
significante da glicemia no grupo H foi observado 120 minutos apés sobredose
de glicose (Tabela 2). Além disso, a area sob a curva glicémica do grupo H foi
significativamente maior que a do grupo C no TOTG (15885 + 1837 vs 21449 +
3692).
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Tratamentos

Presséo arterial
A PAS permaneceu elevada ao longo de todo o experimento nos grupos H
e H+E. Por outro lado, no grupo tratado com losartana (grupo H+L), ocorreu

reducéo significante desta a partir do inicio do tratamento (Figura 3).
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Figura 3: Niveis pressoricos, por medida indireta, dos grupos estudados.
Dados apresentados em meédia + desvio padrdo. PAS apresentada como
média, da média individual de 10 leituras obtidas. O grupo controle e
hiperlipidico foram comparados pelo teste t de Student e 0s grupos
hiperlipidicos, entre si, por ANOVA e teste de Dunnet. * p<0,05 grupo H vs
grupo controle (teste de t Student). # p<0,05 grupo H+L vs grupo hiperlipidico
(teste de Dunnet).

Ao final do estudo, quando foi realizada a afericdo direta da pressao
arterial, os dados obtidos por meio de afericdo indireta foram confirmados.
Assim, o tratamento com Losartana (grupo H+L), resultou em reducéo
significante da PAS (130,5£7,9 vs 159+£10,1 mmHg, p<0,001) e PAD (83,1+4,1,
vs 94,3+8,5 mmHg, p<0,01), quando comparado ao grupo H e o tratamento
com Espironolactona ndo alterou a PAS e a PAD em relacdo ao grupo H
(Figura 4).
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Figura 4: Niveis pressoricos, por medida direta, dos grupos estudados na 20°
semana de estudo. Dados apresentados em média + desvio padrdo. O grupo
controle e hiperlipidico foram comparados pelo teste t de Student e os grupos
hiperlipidicos, entre si, por ANOVA e teste de Dunnet.” p<0,05 grupo H vs
grupo controle (teste de t Student). # p<0,05 grupo H+L vs grupo hiperlipidico
(teste de Dunnet).

Perfil metabdlico

Os niveis de triglicérides ndo se alteraram com os tratamentos, porém,
no grupo H+L observou-se aumento nos niveis do colesterol em comparacao
ao grupo H (p<0,001), como demonstrado na Tabela 3.

Também néo foi observada alteracdo no perfil glicémico (glicemia de
jejum, area sob a curva glicémica) nos animais submetidos a tratamento

hipotensor. Tabela 3 e Figura 5.
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Tabela 3: Colesterol total, triglicérides, area sobre a curva, glicose/jejum e
glicose/120 min dos grupos estudados na 20- semana de estudo.

Variaveis © (H) (H+E) (H+L)
N=11 N=9 N=11 N=9
Colesterol Total (mg/dL) 67,6 +4,6 63,2+9,2 73,0+21,1 84,3 +10,2"
Triglicerideos (mg/dL) 28,0+4,8 53,8+12,4° 59,7 £ 14,8 57,3+£12,8
Area sob a curva (glic vs. t) 15885 + 1837 21449 + 3692 22329 + 5597 20097 + 2786
Glicose/jejum (mg/dL) 142,9 + 13,3 143,5 + 20,2 141,6 + 23,2 137,3+ 31,0

Glic- Glicemia; t- tempo. Dados apresentados em média + desvio padrdo. O
grupo controle e hiperlipidico foram comparados pelo teste t de Student e os
grupos hiperlipidicos, entre si, por ANOVA e teste de Dunnet.* p<0,05 vs grupo
controle (teste de t Student). # p<0,05 vs grupo hiperlipidico (teste de Dunnet).
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Figura 5: Perfil glicémico dos grupos estudados, apds sobrecarga de glicose.
Dados apresentados em média + desvio padrdo. Os grupos controle e
hiperlipidico foram comparados pelo teste t de Student e 0s grupos
hiperlipidicos, entre si, por ANOVA e teste de Dunnet. * p<0,05 grupo controle
vs grupo H (teste de t Student).

Funcdo e morfologia renais

Ao final do estudo, a filtracdo glomerular avaliada por meio do clearance
de creatinina ndo apresentou alteracao significante entre os grupos. O mesmo

foi observado em relacdo ao volume e area glomerulares (Tabela 4).
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Tabela 4: Clearance de creatinina, area do tufo e volume glomerulares dos

grupos estudados na 20" semana de estudo.

Variaveis © H) (H+E) (H+L)
N =11 N=9 N =11 N=9

Clearance Creatinina (mL/min/kg) 3,2+0,5 3,0£0,3 35%£1,0 3,2+1,2
N=6 N=6 N=6 N=6
Area do tufo glomerular (x10° pm?) 63+9 59+5 63+ 11 66 + 5
Volume glomerular (x10* um3) 64 + 13 58 £ 13 64 + 16 68 + 8

Dados apresentados em média + desvio padrdo. O grupo controle e
hiperlipidico foram comparados pelo teste t de Student e o0s grupos
hiperlipidicos, entre si, por ANOVA e teste de Dunnet.

Discussao

A epidemia de obesidade observada nas ultimas décadas tem tomado
proporcdes alarmantes. Estima-se que 48% da populacéo brasileira apresenta
sobrepeso e cerca de 15% é classificada como obesa®’. A obesidade cursa
com diversas alteracdes metabdlicas, inflamatérias e humorais que se
associam ao desenvolvimento de neoplasias, diabetes mellitus, dislipidemia e
hipertensdo arterial. A maioria dos pacientes com hipertensdo apresentam
sobrepeso ou obesidade e os resultados de estudos epidemiolégicos sugerem
gue 65% a 75% do risco para a HA essencial humana pode ser diretamente
atribuido ao excesso peso corporal®.

Nessa populacdo, o tratamento medicamentoso da HA tem como
objetivo reduzir a morbidade e a mortalidade cardiovascular e renal, além de
prevenir o agravamento metabdlico'’. Algumas evidéncias clinicas e
experimentais com o bloqueio do SRAA sugerem a participacdo efetiva desse
sistema na génese da HA e da lesdo renal*®'®. Essa estratégia parece ser
promissora, uma vez que estudos mostraram atenuacdo de outros
componentes da SM, por exemplo, da hipertrigliceridemia, com o bloqueio do
SRAA™8 Todavia, os estudos disponiveis ndo trazem evidéncias clinicas
suficientes para a generalizacdo dessa estratégia para o tratamento da HA

associada a SM por meio da administracdo de bloqueadores do SRAA. Deste
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modo, a utilizagdo de modelos experimentais constitui uma alternativa para o
conhecimento sob a eficacia dos varios esquemas de tratamento hipotensor na
SMll'ZO.

Ha diversos modelos experimentais de obesidade descritos. Estes
variam desde modelos genéticos, como ratos Zucker e camundongos knockout
passando por modelos que utilizam lesdo de areas hipotalamicas relacionadas
ao crescimento e por modelos induzidos por dietas hiperlipidicas em caes,
coelhos e camundongos, assim como em ratos Sprague-Dawley®,

Por outro lado, em ratos Wistar poucos sédo os relatos de inducéao de

obesidade com o intuito de estudo da SMZ3

No presente estudo, a
administracdo de dieta rica em lipidios por um periodo de 20 semanas induziu
obesidade, hipertrigliceridemia, alteracdes glicidicas e HA em ratos Wistar,
achados compativeis com diagnostico da SM. A despeito do consumo
energético semelhante, a composicéao diferenciada da dieta, rica em lipidios, foi
responsavel pelo surgimento da SM°.

A importancia da utilizacdo de modelos experimentais que se
assemelhem ao perfil da SM observada em seres humanos € inquestionavel,
dada a escassez de recomendacdes para o tratamento dessa sindrome em
seres humanos. Atualmente, a abordagem terapéutica é realizada com base na
tentativa de reducédo de peso corporal e/ou no tratamento farmacologico das
comorbidades que compdem a sindrome. Especificamente em relacdo a HA
associada a obesidade, apesar do relativo conhecimento de seus mecanismos
causais o tratamento ainda néo esta bem estabelecido, ndo existindo diretrizes
especificas para a abordagem da HA nessa populacdo. De modo geral, tém
sido preconizadas medicacdes que nao interfiram no perfil metabdlico e que
contemplem mecanismos fisiopatogénicos, tais como a hiperatividade
simpatica, a retencdo de sodio e o bloqueio do SRAAM™>,

No presente estudo, a administracdo de dieta hiperlipidica e
normossodica a ratos Wistar, se associou com o desenvolvimento de HA
(Figura 3). Nesses animais, o0 tratamento com Losartana preveniu o
desenvolvimento da HA, achado indicativo da importancia do SRAA na génese
da HA de ratos obesos. Esses dados sdo compativeis com a literatura e
confirmam a importancia desse sistema na génese da HA bem como em sua

progressao®.
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Por outro lado, o tratamento com o antagonista mineralocorticéide néo
preveniu a elevacdo da PA associada a SM no presente estudo. Esse dado é
discordante de estudo prévio realizado por nosso grupo em cées obesos no
gual se demonstrou a importancia da aldosterona na génese da HA associada
a obesidade™. Também em seres humanos com SM, a administracdo de
espironolactona em monoterapia reduziu a PA de modo significante, sugerindo
a importancia clinica desse sistema hormonal na HA neste contexto. Além da
reducdo pressorica, o tratamento associou-se a melhora no perfil glicidico e
lipidico, achado clinicamente relevante dadas as caracteristicas dos individuos
avaliados™®.

A discrepancia entre o presente estudo e dados de estudos anteriores
de nosso grupo poderia ser atribuida a diferencas entre espécies, dietas ou ao
tempo de exposicdo dos animais a obesidade. Outro aspecto que poderia ter
interferido nessa dissociacdo seria a dose de Espironolactona utilizada, que
eventualmente poderia ter sido baixa. No entanto essa possibilidade ndo nos
parece provavel, uma vez que em estudo anterior observamos reducdo
significante da PA de individuos com SM tratados com apenas 25 a 50 mg de
Espironolactona. Nesse estudo, a acdo hipotensora foi atribuida a provaveis
efeitos ndo gendmicos*®. Do mesmo modo, que o observado no estudo Rales
onde se demonstrou que o tratamento com Espironolactona em baixa dose (25
mg/dia) se associou a diminuicdo de hospitalizacbes, mortalidade e melhoria
nos sintomas de pacientes com insuficiéncia cardiaca grave®.

Além disso, estudos recentes sugerem que a aldosterona induziria leséo
vascular e HA apenas na vigéncia do consumo aumentado de sodio. O sodio
atua sinergisticamente na ativacdo do receptor mineralocorticéide (RM) pela
aldosterona, aumentando a expressdo de citocinas e mediadores pro-
inflamatorios com Cox-2, MCP-1 e osteopontina responsaveis pelo
desenvolvimento de microalbumindria, vasculopatia e HAY. Rocha e cols.
demonstraram que a ativacdo dos RM pela administracdo concomitante de
aldosterona e sodio agravou a intensidade das lesdes coronarianas e da HA
em ratos Sprague-Dawley; entretanto, na auséncia de um dos agonistas ou na
presenca de um antagonista mineralocorticide, menor acdo vasculotoxica e
hipertensiva foi obeservada'®. Considerando que a dieta utilizada no presente

estudo foi normossodica, esse fato poderia justificar a auséncia de efeito
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hipotensor da espironolactona e assim a discrepancia entre nossos dados de
outros estudos, onde o bloqueio do RM com eplerenone melhorou
drasticamente a hipertensdo arterial e a proteindria, além de reverter a lesdo
dos podécitos em ratos SHR submetidos a dietas hipersédicas'’. A
contrapartida clinica dessa observacédo pode ser vista em populagdes de indios
Yanomami, onde altas concentracBes plasmaticas de aldosterona ndo sao
capazes de elevar PA nestes individuos devido a uma baixa ingestdo de sédio
na dieta®’.

No presente estudo, a administracdo de Losartana ou Espironolactona
ndo alterou significantemente os perfis metabdlicos e glicidicos dos animais.
Por outro lado, o grupo tratado com espironolactona apresentou reducao
significante de 25% na gordura retroperitoneal. Efeitos semelhantes foram
descritos em camundongos C57BL/6 com SM*%. Nesse estudo, camundongos
obesos tratados com Espironolactona apresentaram reducdo significante da
gordura epididimaria. Esse achado foi atribuido a inibicdo da expanséao clonal,
da diferenciacédo e do acumulo de triglicerideos nos adipdcitos, bem como pela
diminuicdo na expressao do PPARy pelo bloqueio dos receptores
mineralocortic6ides®8,

N&o observamos alteracdes na funcado renal, avaliada pela creatinina e
pela depuracdo de creatinina, bem como na histologia renal. Estes dados sao
discordantes de outros autores que descrevem lesdo renal em modelos
experimentais de obesidade, em geral caracterizadas por aumento da filtracao

1539 Embora tenha

glomerular, proteindria e aumento do volume glomerular
sido avaliada, a proteindria ndo foi incluida no estudo por termos encontrado
dificuldades técnicas e de interpretacdo, que inviabilizaram a utilizacdo dos
resultados obtidos. Vale por outro lado especular, que a ndo observacao de
alteracoes histoldgicas glomerulares possa ter sido secundaria ao pouco tempo
de exposicdo dos animais a obesidade e aos niveis pressoéricos apenas
ligeiramente elevados. Essa possibilidade parece provavel se considerarmos
gue o dano renal da obesidade em ratos Wistar ocorre apenas em animais
senis®. Outra consideracéo importante é a de que ndo podemos descartar
totalmente uma nefropatia mais incipiente, uma vez que nado avaliamos

indicadores de lesdo em fase mais precoce, como a expressdo de mediadores
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inflamatoérios, de fatores de crescimento e de proteinas marcadores de
transicao epitélio mesenquimal.

Em conclusdo, o bloqueio do SRAA em ratos Wistar com SM
demonstrou ser uma medida eficaz na reducdo da presséo arterial, quando o
bloqueio se d& ao nivel de receptores da angiotensina Il. Porém, a mesma
eficacia hipotensora ndo foi observada no bloqueio de receptores
mineralocorticéides, que tiveram por outro lado sua atividade adipogénica

inibida, o que preveniu o acumulo de gordura abdominal.
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