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RESUMO

Uma dieta equilibrada deve fornecer os nutrientes necessarios, inclusive os acidos
graxos essenciais (AGE) ao animal, durante toda a vida. O presente trabalho
objetivou estudar aspectos funcionais, estruturais e moleculares renais em ratos no
crescimento e adultos, em dieta carente em AGE (CAGE) desde o desmame. Os
estudos foram realizados em gaiolas metabdlicas. Os resultados, expressos como
médias = DP, foram corrigidos por 100g de peso e considerados significativos
quando p=<0,05. Apesar de ingestdo de soélido similar, os ratos CAGE pesaram
menos desde a 62 semana até adultos. A ingestdo de agua e a diurese foram
similares entre 0s grupos em todas as semanas, exceto pela maior diurese dos
CAGE na 72 semana. As excrecOes de proteina e creatinina néo diferiram entre os
grupos, no crescimento e adultos. Os animais CAGE apresentaram caliurese
aumentada na 72 (616,5£135,2 vs 414,41140,5 pmol/100g/24h) e na 8% semana
(554,7+£135,1 vs 367,1+£93,2 umol/100g/24h), nesta acompanhada de maior natriurese
(351,1£90,7 vs 277,4+ 96,1 umol/100g/24h), que ocorreu, também, na 132 semana
(256,8+54 vs 203,4+52,1 umol/1009/24h) quando houve maior consumo alimentar.
Na restricao hidrica de 12h, tanto os animais controles como os CAGE concentraram
urina, embora estes com natriurese (223,616 vs 166,2+37,7 umol/100g/12h) e
caliurese (169,9+16,7 vs 126,2+22 umol/100g/12h). Nos animais adultos, a CAGE
nao alterou a filtracdo glomerular (342,8+121,8 vs 382,9+113,1 ul/min/100g), a
funcéo tubular proximal (40+20 vs 42,5+20,9 pl/min/100g), o manuseio tubular de
Na* e a estrutura renal, esta tanto a histologia como a morfometria. Entretanto, a
CAGE aumentou a atividade da Na*, K*-ATPAse e diminuiu a da Na*-ATPase, que
nao foi estimulada pela angiotensina Il nos animais adultos. A ingestdao da CAGE
desde o desmame retardou o crescimento, aumentou episodicamente a excreg¢ao de
Na* e K*, sem afetar a estrutura e a fungdo no adulto, embora tenham ocorrido
alteragdes da atividade ATPasica no tubulo proximal renal.

Palavras-chave: Caréncia em acidos graxos essenciais. Filtracdo glomerular. Funcao
tubular proximal. Estrutura renal. Na™-K*-ATPase, Na*-ATPase.



ABSTRACT

An equilibrated diet must provide the necessaries nutrients including essential fatty
acids (EFA) during lifetime, but the EFA deficiency (EFAD) affects more in early life
and in aging periods. This work intended to evaluate renal structural, functional and
molecular aspects in growing and adult rats in EFAD from weaning, compared to
control rats (EFAC). Functional studied were held in freely moving rats in metabolic
cages. Results, presented as means + DP, were corrected to 100 g/body weight and
were considered significant at p<0.05. In spite of similar diet ingestion, EFAD rats
weighed less from 6™ week till adults. Protein and creatinine excretions did not differ
at both groups at all weeks. Although H>O ingestion was similar between EFAD and
EFAC rats, EFAD presented diuresis and kaliuresis (616.5+135.2 vs 414.4+140.5
pumol/100g/24h) at 7" kaliuresis (554.7+135.1 vs 367.1£93.2 umol/100g/24h) and
natriuresis (351.1290.7 vs 277.4+ 96.1 pmol/100g/24h) at 8" plus natriuresis (256.8+54
vs 203.4+52.1 pmol/100g/24h) at 13" week, which was accompanied by a higher diet
ingestion. 12h H,O deprived EFAC and EFAD young adult rats concentrated urine
although EFAD presented kaliuresis (169.9+16.7 vs 126.2+22 umol/100g/12h) and
natriuresis  (223.6£16 vs 166.2£37.7 umol/100g/12h). Glomerular filtration
(342.8+121.8 vs 382.9+113.1 pl/min/100g), proximal tubule function (40+20 vs
42.5+20.9 pl/min/100g) and renal structure, assessed by histology and morphometry,
did not differ between EFAC and EFAD young adult rats. However, Na*-K*-ATPase
activity was increased and Na*-ATPase activity was reduced but not stimulated by
angiotensin Il in EFAD young adults rats. Thus, ingestion of EFAD from weaning
retarded growth, slightly affected Na" and K* excretions at growth and adults, renal
structure, glomerular filtration and proximal tubule function were unaffected in the

young adult, in whom ATPases modifications were found at the renal proximal tubule.

Key-words: Essential fatty acid privation. Glomerular filtration. Proximal tubular

function. Renal structure. Na*-K*-ATPase. Na*-ATPase.
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1 INTRODUGAO

1.1 OS RINS

Os rins realizam funcdes essenciais a vida dos animais: regula o equilibrio
hidrico e eletrolitico, excreta restos metabdlitos, controla a pressao arterial tanto via
controle do volume como gerando substancias vasoativas, produz eritropoetina e
vitamina D e faz gliconeogénese durante o jejum prolongado (EATON; POOLER,
2006). Os quatro processos renais basicos sdo: filtracao glomerular, reabsorcao,
secregao e metabolismo tubulares (AIRES, 2008).

A filtracao glomerular depende do coeficiente de ultrafiltracdo e da presséo
efetiva de ultrafiltracdo, que impulsionam o fluido para o espagco de Bowman. A
composicao do filirado é determinada pela passagem do fluido através do endotélio
capilar glomerular, membrana basal e fendas de filiracdo entre os poddcitos. A
filtragdo glomerular pode ser modificada por mudancgas na pressdo efetiva ou no
coeficiente de ultrafiltracado (KOEPPEN; STANTON, 2001).

O rim, entre pressdes arteriais médias de 80-180 mmHg, possui dois
mecanismos de autoregulacao, a resposta miogénica e o feedback tubuloglomerular
e, habitualmente, mantém a filtracdo glomerular e o fluxo sanguineo renal em niveis
adequados. A primeira consiste no estiramento ou relaxamento do muasculo liso das
arteriolas face a alteracbes nas pressoes. No feedback tubuloglomerular, a
contracdo das arteriolas é modificada pela variacdo na concentracdo de Na*e CI do
fluido tubular que banha as células da macula densa (EATON; POOLER, 2006).

Reabsorcdo, secrecao e metabolismo tubulares sao processos renais que
modificam a composicao do fluido que chega ao tubulo. A passagem de solutos do
epitélio tubular para o intersticio e vice-versa, envolve transportes passivos, ativos
primarios e secundarios. Resumidamente: na reabsor¢cao os solutos retornam a
circulacao sistémica atraidos pela elevada pressdao oncotica dos capilares
peritubulares; na secrecao, substancias endoégenas e drogas difundem dos capilares
peritubulares para a luz tubular, para serem excretadas na urina (AIRES, 2008); no
metabolismo, células tubulares degradam substancias por endocitose e sintetizam outras
(EATON; POOLER, 2006).
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O tubulo proximal é o segmento mais ativo do rim: reabsorve 66% da agua,
Na*, ClI' e K" e 100% da glicose, aminoacidos e HCOj filtrados; secreta anions e
cations enddégenos e exdgenos; e metaboliza substancias. As microvilosidades da
borda-em-escova luminal aumentam a area de transporte e seus transportadores
especificos, proporcionam a alta capacidade de transporte deste epitélio (AIRES,
2008; KOEPPEN; STANTON, 2001).

1.2 FUNCAO E ESTRUTURA DAS MEMBRANAS CELULARES

A membrana celular envolve a célula, separa-a e comunica-a com o0 meio
extracelular via receptores, enzimas e antigenos, os quais interagem com a matriz,
horménios e outros membros de cascata de sinalizacdo. Além disto, a membrana
celular delimita organelas, atua como barreira de permeabilidade, regula as trocas
de solutos entre os meios intra e extracelular e, ainda, fornece suporte estrutural
através ndao s6 da ancoragem de proteinas do citoesqueleto as proteinas da
membrana como da criacdo de jungdes especializadas (BERNE et al, 2004;
SILVERTHORN et al, 2003).

Os principais constituintes da membrana celular séo lipidios, proteinas e
glicidios, estes em menor proporcao. Os lipidios sdo moléculas anfipaticas com
regides hidrofilica polar e hidrofébica apolar (AIRES, 2008), agrupadas em
bicamadas, contendo proteinas integrais ou periféricas que se movimentam
livremente no plano da bicamada - modelo do mosaico fluido (SINGER; NICOLSON,
1972). Recentemente, foi demonstrada a existéncia de microdominios regulatérios
chamados rafts lipidicos, que concentram varias proteinas com importantes funcoes
na transdugéao do sinal hormonal (VEREB et al, 2003).

Os fosfolipidios sao os lipidios mais abundantes da membrana celular, sua
regidao polar contém um glicerol ligado a um fosfato conectado a grupos colina,
etanolamina e serina, e originam os principais fosfolipidios de membranas dos
mamiferos: fosfatidilcolina, esfingomielina, fosfatidilserina e fosfatidiletanolamina. Os
fosfolipidios sdo derivados do glicerol, exceto a esfingomielina que é derivada da
serina. Na membrana celular ha fosfatidilinositol, porém em menor quantidade e,

quando clivado, gera moléculas que agem como sinalizadoras intracelulares IP3 e



19

diacilglicerol. Entretanto, a regido apolar dos fosfolipidios contém duas cadeias
hidrocarb6nicas com acidos graxos, que diferem pelo comprimento e pela presenca
ou auséncia de dupla ligagdo resultando em acido graxo insaturado ou saturado,
respectivamente. Essas diferengas influem diretamente na fluidez da membrana e
alteram a interacao das cadeias dos &cidos graxos entre os fosfolipidios (ALBERTS
et al, 2002).

A composicdo dos acidos graxos poliinsaturados da membrana celular,
diferentemente das proteinas, depende de sua ingestdao na dieta (SIMOPOULOS,
2002). Entao, variacdo no aporte lipidico dietético pode modificar a composicao de
acidos graxos dos fosfolipidios, alterando a fluidez da membrana celular e fungdes a
ela associadas, inclusive atividade de enzimas e receptores (MCMURCHIE, 1985).
"Mudancas na composigao lipidica da membrana s@o formas convenientes de alterar
as propriedades fisicas da membrana” (ESCUDERO et al, 1998, p.65). Assim, a
dieta carente em acidos graxos essenciais (CAGE) altera a composicao lipidica e a
fluidez da membrana, diminui a atividade da Ca*-ATPase de membranas
microssomais hepaticas (CHRISTON et al, 1988) e da fracdo microssomal da
glandula submandibular (YOKOYAMA; MATSUKAWA, 1991) além de reduzir as
atividades da adenilato ciclase e da proteina cinase dependente de monofosfato

ciclico de adenosina no coracao (ALAM et al, 1995).

1.3 OS AGE E SEUS METABOLITOS

Os &cidos linoléico (LA) e linolénico (LNA) sao acidos graxos poliinsaturados
fundamentais a integridade da pele (WILLIARD et al, 2001), as funcdes
cardiovascular (WIJENDRAN; HAYES, 2004) e reprodutora (RETTERSTOJL et al,
2001), a fluidez da membrana, a homeostase lipidica, ao crescimento, ao
desenvolvimento do sistema nervoso central (PERETTI et al, 2005) e a resposta
imune (CALDER; GRIMBLE, 2002). Eles sao classificados como &cidos graxos
essenciais (AGE) devido a auséncia das enzimas A12 e A15, responsaveis pela
insercao de dupla ligacao na posicao n-6 e n-3 da cadeia carbénica do acido graxo
(INNIS, 2003). Os AGE nao sao sintetizados de novo pelos mamiferos e devem ser
adquiridos na dieta (AL-TURKMANI; FREEDMAN; LAPOSATA, 2007; DAS, 2006). O
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nematodo Caenorhabditis elegans é capaz de sintetizar LA e LNA (MORIMOTO et
al, 2005).

O aporte lipidico adequado é fundamental a vida, sobretudo nos seus
momentos iniciais e finais. Assim, os AGE sao incorporados ao feto no ultimo
trimestre da gravidez e tém grande impacto sobre o desenvolvimento do sistema
nervoso central (UAUY; DANGOUR, 2006). Nos periodos fetal e de desenvolvimento
infantil, os acidos docosahexaendico (DHA) e araquidénico (AA) sdo acumulados no
cérebro e retina e a reducao nos niveis de DHA resulta em déficits de aprendizado e
visual (INNIS, 2003). A velhice, em contrapartida, esta associada a reducado nos
niveis de DHA tanto no cérebro de humanos (SODERBERG et al, 1990) quanto no
cértex frontal e hipocampo de ratos com dezoito meses de idade (FAVRELIERE et
al, 2000). A redugao nos niveis de DHA no hipocampo esta envolvida com déficits de
memoria da doencga de Alzheimer (FAROOQUI; RAPOPORT; HORROCKS, 1997).
O consumo elevado de pescado diminui a incidéncia dessa doenga (MORRIS et al,
2003) e da deméncia (BARBERGER-GATEAU et al, 2002). A diminuicdo da
atividade da A6-dessaturase no tecido cerebral tem sido sugerida como um
mecanismo para tais alteracdes observadas na velhice (BOURRE; PICIOTTI;
DUMONT, 1990).

Séo sintomas classicos da CAGE a dermatite, o retardo no crescimento e a
infertilidade (LAURITZEN et al, 2001), podendo ocorrer esteatose hepatica
(WERNER et al, 2005), fragilidade eritrocitaria, suscetibilidade a infeccao (AHMAD;
DASGUPTA; KENNY, 1989; DASGUPTA; KENNY; AHMAD, 1990) e alteragcbes no
desenvolvimento e integridade funcional do tecido linféide (DVORAK;
STEPANKOVA, 1992).

Assim, os AGE e seus derivados poliinsaturados atuam nos processos
fisiologicos e metabdlicos através de trés mecanismos: influenciando as
propriedades das membranas e, consequentemente, dos receptores, sistemas de
transportes e canais ibnicos; atuando sobre a sinalizagdo, como precursores de
eicosandides (INNIS, 1996; JUMP et al, 1996); e afetando diretamente a transcricao
génica, através da interacao com receptores nucleares (BENATTI et al, 2004).

O LA e o LNA, através de reacdes de dessaturacao e elongacao, no reticulo
endoplasmatico hepatico, sdo metabolizados em seus respectivos acidos graxos
poliinsaturados. O LA sofre acdo da A6-dessaturase, elongacdo e posterior

dessaturacado pela A5 resultando no AA, importante precursor dos eicosandides.
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Adicionalmente, o AA pode ser elongado duas vezes, dessaturado pela A6 e B-
oxidado originando o acido docosapentaendico (DPA), esquematizado na Figura 1.
O LNA, através da acao da A6-dessaturase, posterior elongacdo e dessaturacao
pela A5 origina o EPA, também precursor de eicosandides. Este ainda pode ser
elongado, dessaturado pela A6 e B-oxidado resultando no DHA, conforme Figura 1
(AL-TURKMANI; FREEDMAN; LAPOSATA, 2007).

18:2n-6 (LA) 18:3n-3 (LNA)
ﬂ A6-dessaturase ﬂ A6-dessaturase
18:3n-6 18:4n-3
ﬂ elongagéao ﬂ elongacao
20:3n-6 20:4n-3
ﬂ A5-dessaturase ﬂ A5-dessaturase
20:4n-6 (AA) 20:5n-3 (EPA)
ﬂ elongagéao ﬂ elongacao
22:4n-6 22:5n-3
ﬂ elongagéao ﬂ elongacao
24:4n-6 24:5n-3
ﬂ A6-dessaturase ﬂ A6-dessaturase
24:5n-6 24:6n-3
ﬂ B-oxidagao ﬂ B-oxidagcao
22:5n-6 (DPA) 22:6n-3 (DHA)

Figura 1 - Esquema de metabolizagdo do 18:2n-6 e 18:2n-3 através de reagdes de dessaturagao,
elongacdo e B-oxidagdo, formando seus respectivos acidos graxos poliinsaturados. Fonte: AL-
TURKMANI; FREEDMAN; LAPOSATA, 2007.

Os acidos graxos poliinsaturados derivados do LA alteram os niveis de
lipidios do plasma, reduzem o colesterol total e suas fragdes - lipoproteina de baixa

densidade (LDL) e lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), embora sem
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afetar os niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL), havendo poucos estudos
sobre a reducdo nos niveis de triglicerideos totais (BARCELLI, 1991). Portanto, o LA
reduz os fatores de risco para a doenca coronariana, uma vez que o elevado teor de
LA no tecido adiposo de homens saudaveis foi correlacionado com menor
mortalidade decorrente de doenca coronariana (RIEMERSMA et al, 1986).

O consumo de LNA também protege contra a doenga coronariana, pois o
aumento desse acido graxo no tecido adiposo reduz o risco de infarto do miocéardio
(BAYLIN et al, 2003). Os efeitos protetores do LNA estdo relacionados a menor
incidéncia de arritmias (MCLENNAN; DALLIMORE, 1995), maior complacéncia
arterial (NESTEL et al, 1997) e menor producdo de marcadores inflamatoérios
envolvidos na aterogénese (RALLIDIS et al, 2003). Os acidos graxos poliinsaturados
derivados do LNA também alteram lipidios do plasma: exercem maior efeito sobre a
reducao de triglicerideos totais, aumentam os niveis de HDL, mas diminuem pouco o
de colesterol total e VLDL (BARCELLI, 1991). Além desses efeitos, os acidos graxos
poliinsaturados derivados do LNA reduzem a viscosidade sanguinea e a agregagao
plaguetaria, tém efeitos antitrombético e antiinflamatério (KRIS-ETHERTON et al,
2001).

O LA, LNA e acido oléico competem pelas mesmas dessaturases e elongases
para serem metabolizados, as quais preferem o LNA a LA e o LA ao &cido oléico. O
aumento de concentragcdo deste ultimo indica deficiéncia em AGE (DAS, 2007). A
atividade das A6 e A5 sao inibidas pela ingestdo de gorduras saturadas e trans,
alcool e colesterol, mas diminui no diabetes mellitus e na hipertensdo arterial (DAS,
2006). Dietas ricas em gorduras saturadas e trans modificam o metabolismo dos
AGE, reduzindo o numero de metabdlitos com ac¢des antiinflamatérias, aumentando
os niveis de citocinas pré-inflamatérias, iniciando e acelerando, assim, a
aterosclerose devido a inflamacéao persistente (DAS, 2007). Por sua vez, a menor
ingestdo protéica reduziu a atividade da A6 dessaturase (DAS, 2007) em ratas
gravidas, acarretando menor teor de DHA nos fosfolipidios hepaticos da prole no
desmame (DE THOMAS; MERCURI; SERRES, 1983).

Tem sido dada grande atencédo ao efeito dos acidos graxos trans sobre o
metabolismo dos AGE nos periodos pré e pés-natal. Os acidos graxos trans sao
gorduras insaturadas de alimentos industrializados (MOZAFFARIAN et al, 2004),
sendo transferidos da mae para o feto (CRAIG-SCHMIDT, 2001; ELIAS; INNIS,
2001), no qual inibem as dessaturacoes do LA a AA e do LNA a DHA (INNIS, 2006).
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Assim, a exposi¢cao da mae aos acidos graxos trans pode interferir no crescimento e
desenvolvimento da crianca (TINOCO et al, 2007).

A acao da fosfolipase A, cliva fosfolipidios de membrana e gera AA
(THERIEN; BLOSTEIN, 2000) que, dependendo da via enzimatica ativada, pode ser
convertido a eicosandides, com importante participacdo em processos celulares, na
regulacao da funcao renal bem como na patogénese de doencas renais. Através da
via ciclooxigenase sao formados os prostandides: prostaglandina E,, prostaciclina,
prostaglandina Fxq, prostaglandina D, e tromboxano A> (HAO; BREYER, 2007). Eles
modulam o fluxo sanguineo renal e o ritmo de filtragdo glomerular principalmente
nas condicdes de redugdes do volume circulatério efetivo (MZAIL; NOBLE, 1986;
YARED; KON; ICHIKAWA, 1985) e mantém a pressao arterial pela modulacdo da
excrecdo renal de Na* (ANDERSON et al, 1976; DANIELS et al, 1967).

A via da lipooxigenase forma leucotrienos, acidos hidroxieicosatetraendicos e
lipoxinas, envolvidos em reacdes inflamatorias e alérgicas, além de ter efeito
vasoconstritor renal (IMIG, 2006), reduzindo o fluxo sanguineo renal e o ritmo de
filtracdo glomerular (KATOH et al, 1992).

O rim é um dos érgaos com maior atividade citocromo P450 (IMIG, 1999),
formando os acidos 20-hidréxieicosatetraendico, dihidroxieicosatetraendico e
epoxieicosatetraendico, os quais funcionam como segundos mesangeiros na
regulacdo da fungcdo vascular e tubular renal (MAIER; ROMAN, 2001). O 20-
hidréxieicosatetraendico causa vasoconstricao nas arteriolas aferentes associada ao
feedback tubuloglomerular (ZOU et al, 1994) e a resposta miogénica (IMIG et al,
1996), além de induzir natriurese através da inibicdo da Na*, K*-ATPase no tubulo
proximal e do co-transportador Na*-K*-2CI" no ramo ascendente espesso da alga de
Henle (ROMAN et al, 2000). Ao contrario, o acido epdxieicosatetraendico é
vasodilatador (IMIG, 2006) e promove natriurese via inibicdo do canal epitelial de
Na* no tubulo distal (NAKAGAWA et al, 2006).

O AA é o principal, mas ndo o unico precursor da sintese de eicosanoides
(CALDER; GRIMBLE, 2002), pois os &cidos dihomo-gama-linolénico e EPA formam

essas moléculas com importantes fungées homeostéaticas (DAS, 2007).
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1.4 FONTES DE AGE E A RELAGAO N-6/N-3

O LA € encontrado principalmente em 6leos vegetais (LEITZMANN et al,
2004), estando acima de 80% dos acidos graxos encontrados nos 6leos de milho,
girassol, cartamo e soja (CALDER; GRIMBLE, 2002). O LNA também esta presente
em alguns Oleos vegetais como soja, canola, linhaca e milho, além de nozes, feijao,
brécolis e vegetais verdes frondosos (HUNTER, 1990; SIMOPOULOS, 1999).
Entretanto, a maior fonte de LNA é o 6leo de linhaca, onde chega a corresponder a
mais de 60% dos acidos graxos (CALDER; GRIMBLE, 2002). O EPA e DHA séao
encontrados em peixes oleosos como sardinha, arenque, atum e cavala e, ainda, em
6leo de figado de bacalhau (CALDER; GRIMBLE, 2002). A concentracado do LNA é
variavel nos 6leos vegetais e, por exemplo, 100g de éleo de soja contém 6,8g do
LNA e 100g de 6leo de milho contém apenas 1,0g do LNA (HUNTER, 1990).

As quantidades recomendadas de LA e LNA variam: 6,4% de LA para
homens consumindo 2.400kcal/d e para mulheres com dieta de 1.700kcal/d e 0,6%
de LNA para homens e mulheres resultando na propor¢ao n-6:n-3 de 10:1
(TRUMBO et al, 2002). Outra recomendacao € 5-8% de LA, 0,75% de LNA e 0,25%
de EPA+DHA para adultos consumindo 2.000kcal/d, numa proporgcao n-6:n-3 de 6:1
(WIJENDRAN; HAYES, 2004).

1.5 RELACOES ENTRE FIBROSE CISTICA, INSUFICIENCIA RENAL CRONICA E
CAGE

A fibrose cistica, doenga hereditaria que afeta 1: 2.500 recém-nascidos
brancos, é causada por mutacdo no gene que codifica a proteina de membrana
Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR), a qual funciona
como um canal de cloro. A doenca caracteriza-se por secre¢cdes viscosas no
pancreas, pulmdes, intestinos e trato genito-urinario, que resultam em insuficiéncia
pancreatica, ma-absorcao e freqlentes infec¢cdes pulmonares por Pseudomonas
aeruginosa (AL-TURKMANI; FREEDMAN; LAPOSATA, 2007). Pacientes com

fibrose cistica tem aumento da filtracdo glomerular, aumento das reabsorcdes
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proximal e distal de Na* (STENVINKEL et al, 1991) r menor excregédo urinaria de
sédio tanto basal como em sobrecarga (BERG; KUSOFFSKY; STRANDVIK, 1982)
Aproximadamente 85% dos pacientes com fibrose cistica apresentam CAGE
(FARRELL et al, 1985; LEPAGE et al, 1989). Em criancas, a CAGE, caracteriza-se
por lesdes na pele, maior susceptibilidade a infec¢cdes, trombocitopenia e retardo no
crescimento (WOOD et al, 2003). Adultos com fibrose cistica apresentam reducéo
nos niveis de LA, AA e DHA, bem como niveis plasmaticos elevados dos acidos
eicosatriendico, oléico e palmitoléico, aumentando a relacdo trieno/tetraeno, um
indice seguro da presenca de CAGE (PERETTI et al, 2005). Um dos mecanismos
propostos para o surgimento da CAGE é a mudanca no metabolismo dos AGE,
alterando sua incorporacao nos fosfolipidios da membrana celular e a redug¢do na
atividade das dessaturases (FARRELL et al, 1985; LEVY et al, 1993). Tem sido
observada uma relagdo entre o CFTR e o metabolismo de AGE, pois o canal
defeituoso reduz a incorporacédo de LA nos fosfolipidios dos tecidos acometidos por
fibrose cistica (BHURA-BANDALI et al, 2000). Assim, é importante monitorar os
niveis de AGE nos pacientes com fibrose cistica, pois a CAGE pode contribuir para a
sua patofisiologia, afetando o transporte lipidico intestinal e, consequentemente, a
evolugado clinica da doenga (PERETTI et al, 2005). A suplementagdo com DHA e
EPA durante oito meses reduziu a inflamacdo e melhorou a fungao pulmonar de
pacientes com fibrose cistica (DE VIZIA et al, 2003).

Pacientes com insuficiéncia renal crénica em hemodialise também
apresentavam CAGE: reducao no conteudo total de acidos graxos poliinsaturados e
aumento no conteldo de acidos graxos monoinsaturados e saturados nas
membranas dos eritrocitos. Esta CAGE pode ser decorrente do processo
inflamatdrio crénico, com ativacdo da resposta imune acionada pela passagem do
sangue na circulacdo extracorpérea (KOORTS; VILJOEN; KRUGER, 2002).
Pacientes nas mesmas condi¢des acima tinham CAGE com menores concentracdes
do &cido eicosatrienoico, EPA e AA, e maior do oléico (PECK et al, 1997).

Na nefrectomia 3/4, a ingestdo de dieta tendo 27% de LA aumentou a
produgdo de prostaglandina E> no cértex e reduziu a proteindria e a esclerose
glomerular renal (BARCELLI et al, 1986). Na nefrectomia 1/4, a dieta com teor
elevado de LA reduziu os dois ultimos parametros e, também, aumentou o ritmo de
filtracdo glomerular, o fluxo sanguineo renal e o LA nos fosfolipidios renais

(HEIFETS et al,1987). Na nefrectomia 5/6, a suplementacdo com Oleo de peixe
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diminuiu a albuminuria (CLARK et al, 1990a), a esclerose glomerular e a deposicao
de fibrina no glomérulo, minimizando a redugao no ritmo de filtragdo glomerular
(CLARK et al, 1990b), enquanto a suplementagcdo com 6leo de linhaga reduziu a
injuria glomerular e o declinio no ritmo de filtracdo glomerular (INGRAM et al, 1995).

1.6 Na*, K-ATPASE, Na*-ATPASE E ACAO RENAL DA ANGIOTENSINA II

A Na*, K"-ATPase, enzima presente na membrana basolateral das células
tubulares renais, transporta trés ions Na* para o meio intersticial/extracelular e dois
fons K" para o intracelular, mantendo o elevado gradiente de Na* e K* através da
membrana celular (THERIEN; BLOSTEIN, 2000). Esta enzima esta envolvida na
regulacao do volume extracelular, da pressao arterial (BELTOWSKI et al, 2004), do
pH citoplasmatico e dos niveis de Ca®*, além de co ou contra transportar, no tibulo
proximal, substancias essenciais como glicose e aminoacidos (THERIEN;
BLOSTEIN, 2000). A atividade da Na', K*-ATPase pode ser modulada por
horménios como dopamina, aldosterona e angiotensina |l, cujos mecanismos de
sinalizacao ocorrem pela proteina cinase C (FERAILLE; DOUCET, 2001) e, também,
por mudancgas no aporte lipidico da dieta (THERIEN; BLOSTEIN, 2000).

A Na'-ATPase é outra enzima importante na homeostase do Na*, também
localizada na membrana basolateral das células do tubulo proximal, sendo
responsavel pelo ajuste fino da reabsorcdo de Na*, enquanto a Na*, K'-ATPase é
responsavel pela maior parte da reabsor¢cdo de Na* no tlbulo proximal (LARA et al,
2002). As atividades da Na’, K'-ATPase e da Na'-ATPase sdo reguladas pelo
sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona, especificamente pelos peptideos
angiotensina Il e Ang (1-7), que aumentam a atividade da Na*-ATPase (CARUSO
NEVES et al, 2001).

A angiotensina Il € um hormbénio do sistema Renina-Angiotensina-
Aldosterona, o qual atua na regulacdo da pressdao sanguinea e homeostase
cardiovascular (CARUSO NEVES et al, 2001). Além da angiotensina Il, outros
peptideos atuam no sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona: angiotensina lll,
angiotensina IV e angiotensina 1-7 (SANTOS; CAMPAGNOLE-SANTOS;

ANDRADE, 2000). A angiotensina Il, dependendo da concentragdo, exerce efeito
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inibitério (107-10°M) ou estimulatério (10'2-107'% sobre a reabsorcdo de Na* no
tubulo proximal (HARRIS; YOUNG, 1977). A angiotensina Il mantém o volume do
extracelular, agindo diretamente sobre a arteriola eferente, promovendo
vasoconstricdo e sobre o tlbulo proximal, aumentando a reabsorcdo de Na*
(ICHIKAWA; HARRIS, 1991) via elevagcdo nas atividades do antiporte Na*/HT,
cotransporte Na*/HCO3; e Na*, K*-ATPase. (HARRIS et al, 1996). A angiotensina |l
também mantém o volume do extracelular, indiretamente, através da estimulacéo
simpatica (HALL, 1986) e do aumento da liberacdo de aldosterona (ICHIKAWA,;
HARRIS, 1991). As ac¢Oes renais da angiotensina Il ocorrem através dos receptores
AT e AT, distribuidos nas membranas luminal e basolateral do tubulo proximal
(BURNS; INAGAMI; HARRIS, 1993), onde o AT é o principal responsavel pela
reabsor¢cdo de Na® (BURNS; INAGAMI; HARRIS, 1993; MUJAIS; KAUFFMAN;
KATZ, 1986).
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1.7 JUSTIFICATIVA

A nutricdo é o fator ambiental mais importante para determinar doengas nos
individuos susceptiveis geneticamente (SIMOPOULOS, 2002). Uma dieta
equilibrada é importante durante toda a vida, fornecendo os lipidios necessarios para
manter niveis adequados dos AGE. Assim, dietas com baixo teor lipidico, obesidade,
regimes inadequados, pés-operatoério e outras patologias podem acarretar CAGE.

Numerosos estudos com dietas severamente deficientes em ALA no periodo
perinatal encontraram alteracdo na funcdo visual e problemas comportamentais,
evidenciando a sensibilidade do tecido nervoso a CAGE nesta fase da vida.
Entretanto, efeitos da CAGE pds-desmame sobre o rim tém sido pouco estudados,
apesar de sua importancia para a homeostase e o balanco hidro-eletrolitico.

A CAGE ocorre na fibrose cistica e em pacientes em terapia renal substitutiva.
Assim, estudos que determinem suas consequéncias sobre o desenvolvimento do rim
sao relevantes visando caracterizar as alteragées funcionais, estruturais e moleculares
dessa deficiéncia lipidica. A perda de sua funcéao - insuficiéncia renal crénica - resulta
em terapia renal substitutiva como a hemodidlise e dialise peritoneal ambulatorial
continua, as quais sdo extremamente onerosas aos cofres publicos. Conhecer e ajudar
a prevenir a perda dessa importante funcéo resulta numa substancial economia para o
Estado e a sociedade.

Dessa forma, este estudo, utilizando dieta desde o desmame com 6leo de soja
como fonte de AGE e empregando ratos certificados no estado vigil em gaiolas
metabdlicas de qualidade, devera fornecer subsidios para uma melhor compreensao

da CAGE e suas repercussoes funcionais, estruturais e moleculares sobre o rim.
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1.8 OBJETIVOS

1.8.1 Geral

Avaliar as repercussdes da ingestdo de uma dieta carente em AGE desde o
desmame, sobre aspectos estruturais, funcionais e moleculares renais em ratos no

crescimento e adulto jovem.

1.8.2 Especificos

1.8.2.1 Acompanhar o desenvolvimento ponderal até adulto jovem.

1.8.2.2 Seguir o hematécrito até adulto jovem.

1.8.2.3 Medir a ingestao diaria de sélido e o balango hidrico até adulto jovem.

1.8.2.4 Avaliar a excregdo urinaria diaria de Na*, K, proteina e creatinina até adulto

jovem.

1.8.2.5 Medir fungao glomerular, tubular proximal e transporte tubular de Na® no adulto

jovem.

1.8.2.6 Determinar os pesos umidos relativos do baco, coragao, figado, pulmao, rim
direito (RD), rim esquerdo (RE), testiculo D (TD) e testiculo E (TE) no adulto jovem.
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1.8.2.7 Avaliar as atividades da Na*, K*-ATPase e da Na*-ATPase no homogenato
total e nas fracbes de membrana de cértex renal do tubulo proximal de rim de rato

adulto jovem .

1.8.2.8 Analisar a histologia renal no animal adulto jovem.

1.8.2.9 Determinar o numero de glomérulos, as areas corpusculares, glomerulares e

0 espaco urinario no adulto jovem.
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2 METODOLOGIA

2.1 MATERIAL

2.1.1 Animais

Foram utilizados ratos machos da linhagem Wistar certificados, descendentes
de reprodutores e matrizes do biotério da UNIFESP-EPM. Os animais foram
mantidos em gaiolas coletivas, com temperatura variavel entre 25+1° C, ciclos claro-
escuro de 12/12h, umidade de 55+5% com agua e ragao comercial (Anexos A e B)
ad libitum no Laboratério de Fisiologia Renal do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, Centro de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de
Pernambuco. Os animais foram acasalados segundo o regime poligamico
temporario (VALERO, 1990) e as gestantes permaneceram em gaiolas individuais
até o desmame. Um dia apdés o parto, as lactentes foram descartadas, sendo
mantidos oito machos por mae. Os animais foram marcados no 21° dia de vida e
desmamados no 22°% quando foram pesados e alocados aleatoriamente para o
grupo controle ou experimental, conforme a dieta recebida, sendo dispostos em
quatro animais por gaiola até adultos jovens.

Foram utilizados dois grupos de 12 animais controles e experimentais,
totalizando 48 animais empregados nos estudos funcionais e 24 nos estudos

moleculares.

2.1.2 Dieta

2.1.2.1 Dieta controle (CON), com aporte lipidico proveniente do 6leo de soja, rica
em AGE, contendo cerca de 2,7% de LA (18:2n-6) e 0,05% de LNA (18:3n-3), dados
sumarizados nas Tabelas 1, 2 e Anexo C.
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2.1.2.2 Dieta carente em AGE (CAGE), com aporte lipidico proveniente do 6leo

hidrogenado de céco, contendo 0,01% de LA e sendo praticamente isenta de LNA

(Tabelas 1 e 2).

Tabela 1- Composi¢ao percentual das dietas CON e CAGE.

- DIETAS
COMPOSICAO

CON CAGE
Caseina 20,7 20,7
Oleo de soja 5,0 -
Oleo de coco - 5,0
Sacarose 21,0 21,0
Celulose 1,8 1,8
Amido de milho 46,8 46,8
Complexo mineral’ 3,7 3,7
Complexo vitaminico 0,9 0,9
DL-metionina 0,1 0,1

Fonte: Arfi, 1987

Tabela 2- Composi¢édo de acidos graxos das dietas CON e CAGE
APORTE LIPIDICO DA DIETA

ACIDOS GRAXOS CON CAGE
% de AG % dadieta % de AG % da dieta
8:00 - - 6,4 0,32
10:00 - - 7.4 0,37
12:00 - - 51,0 2,55
14:00 14 0,07 18,0 0,90
16:00 11,4 0,57 8,4 0,42
18:00 29 0,15 8,0 0,40
18:1n-9 26,2 1,31 05 0,02
18:2n-6 54,0 2,70 0,2 0,01
18:3n-3 1,0 0,05 - -
20:00 02 0,01 - -
20:1n-9 0,1 0,01 - -
22:00 02 0,01 - -
24:00 02 0,01 - -

Fonte: Soares, M.C. et al, 1995 modificado

1Composig;éto percentual: CaHPO,.2H,O (38); K:HPO, (24); CaCO; (18,1); NaCl (7); MgO (2);
MgSQ,.7H.0 (9); Nap,Se0s.5H,0 (0,001); FeSO,4.7H,O (0,7); ZnSO,.H,O (0,5); MnSO,.H.O (0,5);
CuS0,.5H,0 (0,1); NaF (0,1); Alx(SO,)3K2S0,4.24H,0 (0,02); Kl (0,008).
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2.2 METODOS

2.2.1 Grupos experimentais

Grupo controle (CON), no qual os ratos receberam a dieta CON, e grupo
carente em AGE (CAGE), cujos ratos receberam a dieta CAGE.

2.2.2 Protocolos experimentais

2.2.2.1 Protocolo 1 - Seguimento do peso e hematécrito.

Todos os animais foram pesados a cada sete dias. Nas 42, 82 e 122 semanas de
vida foram coletadas amostras de sangue em tubos capilares heparinizados,
centrifugados durante 3 minutos em microcentrifuga e realizada a medida do
hematdcrito em régua padrao.

2.2.2.2 Protocolo 2 - Medida da ingestao de sélido e agua e da excrecao urinaria de
Na*, K*, creatinina e proteina em 24h no crescimento e adultos, e prova de

concentracdo de urina no adulto.

Os animais foram previamente adaptados as GMI até nelas permanecerem
durante 24h sem apresentarem sinais de estresse (MILLS et al, 1994). A partir do
36° dia de vida (inicio da 62 semana), os animais foram colocados nas GMI durante
24h para os estudos de funcdo renal no crescimento (62, 72 e 82 semanas) e no
adulto (122 e 132 semanas), conforme Figura 2. A agua e ragao foram medidas antes
do inicio e ao fim de cada experimento e a urina foi coletada continuamente sob

camada de 6leo mineral, sendo avaliados os seguintes parametros:
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a) A ingestdao de sdlido (IS), em g/100g/24h, foi determinada em balanca

mecanica pela diferenca entre o peso inicial e o final, para obter o consumo do

animal em 24h;

b)

A ingestdao de agua (IL), em mL/100g/24h, foi avaliada por método
volumétrico, igualmente subtraindo o valor final do inicial para obter o

consumo em 24h;

O volume urinario (V), em mL/100g/24h, também foi medida por método
volumétrico;
O balanco hidrico (BH), em mL/100g/24h, foi calculado pela formula: IL-V;

A densidade urinéria (D), em mg/mL, foi avaliada em refratbmetro para urina;
As concentragdes urinarias de Na* ([Na*]y) e K™ ([K'],), em pmol/mL, foram
determinadas em analisador seletivo de ions;

As excregdes urinarias de Na* (Una.V) e K* (Uk.V), em umol/100g/24h, foram
calculadas pela férmula: V x ([X]u);

A concentracdo urinaria de proteina ([Prot]y) foi mensurada pela precipitacao
com acido sulfossalicilico a 3% (BRADLEY; SCHUMANN; WARD, 1979);

A excregéo urinaria de proteina (UptV), em mg/100g/24h, foi calculada pela
formula: V x ([Prot]y);

A concentracao urinaria de creatinina ([Cr],) foi determinada por reagentes
comerciais padronizados (kit) baseada na reacdo de Jaffé (BARTELS;
BOHMER, 1973);

A excrecao urinaria de creatinina (U.V), em mg/100g/24h, foi calculada pela
formula: V x ([Cr]y);

A prova de concentragdo de urina foi realizada na 132 semana de vida, em
animais com restrigao hidrica e livre acesso as ragdes durante 12h nas GMI,

quando foram medidos o V, D, Una:V e Uk, V.

2.2.2.3 Protocolo 3 - Medida da filtracao glomerular e fungéo tubular proximal e do

transporte tubular de Na* durante 3h, em ratos adultos, acordados e néo restritos.

A

filtragdo glomerular e a fungcdo tubular proximal foram avaliadas,

respectivamente, pelos clearances simultaneos de creatinina (C.,) e de Li* (Cy;,), em
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ratos adultos jovens (132 semana de vida) acordados segundo protocolos
modificados (AMARO et al, 1997; GARCIA; GONTIJO; FIGUEIREDO, 1991). Doze
horas antes de serem dispostos nas GMI, os ratos receberam 0,06 mEqg/100 g de
peso corporal de LiCl por via orogastrica, sendo mantidos em jejum de sélido e com
livre acesso a agua. Na manha seguinte, os ratos receberam uma expansao com
agua a 5% dos seus pesos respectivos, via orogastrica, em duas etapas: 3 e 2
mL/100g, respectivamente 60 e 20 min antes de serem dispostos nas GMI, visando
obter um grande fluxo urinario e inibir o horménio antidiurético (GARCIA; GONTIJO;
FIGUEIREDO, 1991; THOMSEN, 1990). Os ratos foram dispostos nas GMI durante
3h, com coleta continua de urina e em jejum de liquido e de sélido. Nas amostras de
urina foram medidos o volume, a densidade, o pH e as concentragdes de Na*, K*, Li*
e Cr para calcular as respectivas excregdes. Amostras de sangue foram coletadas
por decapitagao (Figura 2), centrifugadas durante 20 min para obtengdo do soro e,
em seguida, foram determinadas as concentracdes de Na®, K*, Li* e Cr, para
possibilitar o céalculo dos respectivos clearances. O V foi corrigido para mL/100 g de
peso dos ratos. Foram calculadas, ainda, a carga filtrada de Na® (CFna.) € 0
manuseio tubular de Na® através do aporte distal (ADna:), reabsorgao fracional
proximal (RFrPna,) € reabsorgdo fracional distal | de Na*® (RFrDna.-I) segundo as

equacdes no Anexo D.

CAGE GM 24h GM 24h GM 24,12h Eutanasia

Nascimento

Desmame

b

TR |
i |

Semanas 0

1
3

LI 1
6 7 8 12

1
13

1
13

Figura 2 - Cronograma dos experimentos evidenciando o inicio da administracdo da dieta CAGE (32
semana), os estudos de GM no crescimento (62, 72, 82) e adulto (122 e 13?) e a eutanasia (por
decapitagcao) do animal para os estudos de clearance, histoldgico e morfométrico.
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2.2.2.4 Protocolo 4 - Peso de 6rgaos, histologia e morfometria renal do rato adulto.

Apbs o clearance, foram imediatamente retirados e pesados (peso umido) o
coracao, pulmdes, figado, baco, rins e testiculos. O rim esquerdo foi seccionado
longitudinalmente e imerso em formol a 10% até ser processado para o estudo
histologico, quando sofreu desidratacao, diafanizacdo, impregnagéo e inclusdo em
parafina. O rim foi entdo cortado com 5um de espessura e corado pela técnica
Hematoxilina Eosina (MICHALANY, 1980), para avaliar a estrutura organizacional do
tecido renal.

Apb6s a andlise histolégica, sete laminas de cada grupo foram selecionadas
para a contagem de glomérulos, medida das areas corpusculares, glomerulares e do
espaco urinario. Foram pesquisados cinqiienta campos de cada lamina com um
microscépio 6ptico, e um contador manual determinou o niumero de glomérulos por
campo. As areas dos corpusculos e glomérulos renais foram medidas com o
microscoépio optico, acoplado a um microcomputador com o programa para captacao
de imagem, VCR IIl. Foram obtidas 50 imagens de corpusculos renais por lamina e,
através do programa Scion Imagem-Beta 4.0:2, as imagens foram submetidas a
andlise morfométrica. A partir dos valores médios obtidos, foi calculada a diferenca

entre a area dos corpusculos e glomérulos renais para medir 0s espagos urinarios.

2.2.2.5 Protocolo 5 - Obtencao de homogenato total e da fracdo de membranas de

tubulos proximais de rins de ratos adultos.

Os estudos de aspectos moleculares da funcao tubular proximal foram
viabilizados através da cooperagdo com o Laboratério de Fisico-Quimica Biolégica
Aida Hassén-Voloch, do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, da UFRJ
(PROCAD 8052) em 24 ratos machos adultos jovens, sendo 12 em dieta CON e 12
em CAGE. Apo6s adaptados, os animais foram sacrificados por decapitacdo,os rins
foram retirados e imediatamente colocados em solucdo isotdbnica tamponada
contendo sacarose 250 mM, Hepes-tris 10 mM (pH 7,4), EDTA 2 mM e inibidor de
tripsina (tipo II-S) 0,15 mg/mL, a 4 °C.
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As preparacoes de homogenato total de cortex renal de rim e da fracao de
membranas foram obtidas segundo o protocolo vigente (VIEYRA et al, 1986; COKA-
GUEVARA et al, 1999), modificado. Ainda nesta solugdo, os rins foram
decapsulados, finas fatias de cortex foram removidas com bisturi e, posteriormente,
com um micrétomo com navalha de aco, para retirar apenas a por¢cao mais externa
do cértex, composta principalmente de tubulos proximais (BOUMENDIL-PODEVIN;
PODEVIN, 1983). As fatias foram pesadas e foi adicionada a solugao acima, em
volume superior a quatro vezes a massa das fatias (1g/4 mL). As fatias foram
picadas e homogeneizadas 20 vezes a 2000 rpm em homogeneizador de vidro e
bastao de teflon. A suspensao foi, entdo, centrifugada a 1000 x g durante 15 minutos
a 4 °C, numa centrifuga SORVALL RC-5B, empregando um rotor SS-34. O
sobrenadante foi centrifugado a 15000 x g durante 20 minutos em condicdes
similares as anteriores, para sedimentar as mitocéndrias e o0s ribossomos. O
sobrenadante, contendo fragmentos de membranas e fragmentos de reticulo
endoplasmatico, foi novamente centrifugado numa ultracentrifuga BECKMAN L5-

50B, utilizando um rotor 70 Ti a 35000 x g durante 45 minutos.

Nesta centrifugacdo foram sedimentadas as membranas Iluminal e
basolateral, em parte resseladas em vesiculas (~10 % do total) (BOUMENDIL-
PODEVIN; PODEVIN, 1983). O sedimento foi ressuspendido e homogeneizado
suavemente em solucdo isotbnica de sacarose 250 mM, dividido em tubos
eppendorf e estocados a -20 °C. Finda a preparagdo, a concentracdo de proteina da
fracdo de membranas e do homogenato total foi dosada por método que emprega o
reagente de Folin (LOWRY et al, 1951), colocando SDS 2,5 % (p/v) para solubilizar
adequadamente as proteinas integrais das membranas.
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Figura 3 - Material para obtengdo de homogenato total e da fragdo de membranas de tdbulos
proximais de rins de ratos. A) Dissec¢do do cértex, B) Cortex isolado e imerso em sacarose
tamponada, C) Isolamento do cdrtex em micrétomo, D) Cértex homogeneizado em homogeneizador

de vidro e bastéo de teflon, 20 vezes ,a 2000 rpm.

2.2.2.6 Protocolo 6 - Mensuragao da atividade da Na*, K'-ATPase nas membranas
basolaterais de tubulos proximais de rins de ratos adultos.

A atividade da Na*, K'-ATPase foi determinada por método colorimétrico,
medindo o fosfato inorganico (Pi) resultante da hidrélise do ATP (TAUSSKY;
SHORR, 1953). A atividade foi calculada pela diferenca entre as determinacdes na
auséncia e na presenca de 2 mM de ouabaina. O meio de reagao continha 50 mM
Bis-Tris-propano (pH 7,4), 0,2 mM EDTA, 5 mM MgClz, 120 mM NaCl e 0,05 mg/mL

de proteina. As membranas foram pré-incubadas neste meio durante 10 minutos € a
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37 °C para, no caso dos tubos contendo ouabaina, assegurar uma completa
inativacdo da Na*, K*-ATPase. A reacdo de hidrélise foi iniciada pela adicdo de uma
mistura de ATP (5 mM final) e KCI (24 mM final) e parada apés 10 minutos pela
adicao de 750ul de carvéao ativado em HCI 0,1 N, sendo posteriormente centrifugada
a 2000rpm durante 20 minutos e a 5°C. Entdo, o sobrenadante foi adicionado ao
reagente de cor e, decorridos 30 minutos, a absorbancia foi lida em 660nm no
espectro Hitachi U-2001.

2.2.2.7 Protocolo 7 - Mensuragdo da atividade da Na*-ATPase nas membranas

basolaterais de tubulos proximais de rins de ratos adultos.

A atividade da Na'-ATPase foi medida pela quantificagdo do *Pi liberado
resultante da hidrélise do [y-**P]JATP (CARUSO-NEVES et al, 2000). A atividade foi
calculada pela diferenca entre as determinacdes na auséncia e na presenca de
furosemide 2 mM. O meio de reacdo continha 20 mM Hepes-Tris (pH 7,0), 10 mM
MgCl,, 120 mM NaCl e 0,2 mg/mL de proteina. A reacao foi iniciada pela adicao de 5
mM de [y-2P]JATP (~1,7 x 10° cpm/nmol de ATP) e parada apés 10 minutos, pela
adicdo de carvdo ativado em HCI 0,1 N. O *?Pi liberado foi medido no contador de

cintilag&o liquida.

As reacOes de atividade Na*, K'-ATPase e Na'-ATPase, na presenca de
angiotensina Il, foram iniciadas pela adicdo de proteina, previamente incubada por

10 minutos com ouabaina.
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2.2.3 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em médias aritméticas e respectivos desvios
padroes. Foi empregado o Statistical Program for Social Sciences (SPSS), versao
11.0.1 para Windows e o teste “t” de Student para duas amostras independentes
com variancias iguais ou desiguais. O teste de Levene foi utilizado para verificar a
hipétese de igualdade das variancias. A sensibilidade da Na*-ATPase a angiotensina
Il foi verificada pela analise da variancia (ANOVA) e Teste de Tukey. A significancia

foi considerada aceitando-se a margem de erro de 5% (p=<0,05).

2.2.4 Aspectos éticos

O protocolo experimental desenvolvido no presente trabalho foi submetido e
aprovado pela Comisséo de Etica em Experimentagdo Animal do Centro de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEEA-UFPE), oficio n°® 50/05.
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3 RESULTADOS

3.1 DETERMINACOES DO PESO CORPORAL, INGESTAO DE SOLIDO E
HEMATOCRITO

Os pesos dos animais CON e CAGE foram semelhantes da 32 a 52 semana
de vida. Entretanto, a partir da 62 e até a 132 semana, os animais CAGE pesaram
menos que os CON (Figura 4).

T @ CON
o CAGE

5gmmm AR

5 6 7 8 9 10 11 12 13

Semanas de vida

Figura 4 - Peso corporal (g) do desmame a 132 semanas de vida, nos animais CON (n=24) e CAGE
(n=24); *p=0,05.

As ingestdes de sélido (IS) em 24h foram similares da 62 a 122 semana,
sendo maior nos animais CAGE (5,46+0,65 vs 4,29+0,69) apenas na 132 semana de

vida (Figura 5).
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Figura 5 - Ingestdo de s6lido em 24h (g/100g/24h) nos animais CON (n=24) e CAGE (n=24), nas
fases de crescimento e adulto jovem; *p<0,05.

Os valores do hematécrito (%), medidos na 42, 82 e 122 semanas, foram
menores nos animais CAGE (41,5014,29 vs 44,74+278) apenas na 82 semana
(Figura 6).
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Figura 6 - Hematdcrito (%) nos animais CON (n=23) e CAGE (n=19) no crescimento e adulto jovem;
*p<0,05.
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3.2 MEDIDAS DA INGESTAO DE AGUA, VOLUME E EXCRECOES URINARIAS DE
NA®, K*, CREATININA E PROTEINA, NAS FASES DE CRESCIMENTO E ADULTO.

As ingestdes de agua (IL) foram semelhantes entre os animais CON e CAGE
nas fases de crescimento e adulto (Figura 7), enquanto o volume urinario foi maior
nos CAGE (5,11+1,13 vs 2,96+0,85) apenas na 72 semana de vida (Figura 8).

g @m CON
8+ O CAGE

IL (mL/100g/24h)
)

6 7 8 12 13
Semanas de vida

Figura 7 - Ingestdo de agua em 24 horas (mL/100g/24h) nos animais CON (n=24) e CAGE (n=24)
nas fases de crescimento e adulto jovem.
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Figura 8 - Volume urinario em 24h (mL/100g/24h) nos animais CON (n=24) e CAGE (n=24) nas fases
de crescimento e adulto jovem; *p<0,05.
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O balanco hidrico (BH), determinado pela diferenca entre a ingestao de agua
e 0 volume urinario nas GMI em 24h, foi similar entre os animais CON e CAGE, nas

fases de crescimento e adulto (Figura 9).

10| @ CON
8+ O CAGE
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Semanas de vida
Figura 9 - Balango hidrico em 24h (mL/100g/24h) nos animais CON (n=24) e CAGE (n=24) nas fases
de crescimento e adulto jovem.

BH (mL/100g/24h)

Os valores da densidade urinaria (D), expressos em mg/mL, foram menores
nos animais CAGE (1,038+0,009 vs 1,024+0,009) apenas na 72 semana (Figura 10).
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Figura 10 - Densidade urinaria em 24h (mg/mL) nos animais CON (n=24) e CAGE (n=24) nas fases
de crescimento e adulto jovem; *p<0,05.

o CON
o CAGE

D (mg/mL)




45

As Una.V, expressas em pmol/100g/24h, foram maiores nos animais CAGE
respectivamente na 82 (351,13+90,74 vs 277,36+96,12) e na 132 (256,77+£53,98 vs
203,37152,14) semanas de vida (Figura 11).
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Figura 11 - Excrecdo de Na* (Un,.V - umol/100g/24h) nos animais CON (n=24) e CAGE (n=24) nas
fases de crescimento e adulto jovem; *p<0,05.

As Uk,V foram maiores nos animais CAGE na 72 (616,45+135,19 vs 414,40+
140,50) e 82 (554,68+135,07 vs 367,06+93,24) semanas de vida (Figura 12).
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Figura 12 - Excregédo de K" (Ux.V - pmol/100g/24h) nos animais CON (n=24) e CAGE (n=24) nas
fases de crescimento e adulto jovem; *p<0,05.
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As excrecdes de creatinina (Figura 13) e de proteina em 24h nao diferiram
durante o periodo de estudo, exceto pela menor excre¢cao de proteina (Figura 14)
nos animais CAGE (2,58%1,19 vs 4,03+1,86) na 82 semana de vida.
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Figura 13 - Excrecao de creatinina (U, V, mg/100g/24h) nos animais CON (n=20) e CAGE (n=18) nas
fases de crescimento e adulto jovem.
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Figura 14 - Excrecéo de proteina (UgoV, mg/100g/24h) nos animais CON (n=18) e CAGE (n=19) nas
fases de crescimento e adulto jovem. *p<0,05.
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3.3 VOLUME, DENSIDADE E EXCREGOES URINABIAS DE NA" E K" COM 12h DE
RESTRIGCAO HIDRICA: PROVA DE CONCENTRACAO DE URINA

Nas 12h de restricdo hidrica realizada na 132 semana, o volume e a
densidade urinaria dos animais adultos CON e CAGE nao diferiram, enquanto as

Una+V € Uk.V foram maiores nos animais CAGE (Tabela 3).

Tabela 3 - Prova de concentracéo de urina em animais CON e CAGE adultos jovens.

PARAMETRO CON (n=8) CAGE (n=9)
V (mL/100g/12h) 0,840,2 0,9+0,1
D (mg/mL) 1,0498+0,00071 1,0498+0,00067
Uy, V (umol/100g/12h) 166,2+37,7 223,6+16*
Uy, V (umol/100g/12h) 126,2+22 169,9+16,7*

Valores expressos em média = DP; * p 0,05

3.4 AVALIACOES DAS FUNCOES GLOMERULAR E TUBULAR PROXIMAL E DO
TRANSPORTE TUBULAR DE NA*

As concentragbes plasmaticas de Na*®, K*, Li* e creatinina ao fim do

experimento foram semelhantes nos animais adultos CON e CAGE (Tabela 4).

Tabela 4 - Concentragbes plasmaticas de Na®, K, Li* e creatinina em animais CON e CAGE adultos
jovens.

PARAMETRO CON (n=12) CAGE (n=12)
[Na*] (umol/mL) 142,05+0,91 142,84+1,31
[K*] (umol/mL) 6,52+0,35 6,490,57
[Li*] (umol/mL) 0,24+0,09 0,2310,13
[Cr] (mg/dl) 0,52+0,08 0,47+0,07

Valores expressos em média + DP
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A funcao glomerular e a tubular proximal, avaliadas respectivamente pelos Ce,
e Cui+ (uI/min/100g), bem como 0s Cna+ € Ck.: (UI/min/100g) e as excregdes urinarias
de Li*, Na" e K" n&o diferiram entre os animais CON e CAGE (Tabela 5).

Tabela 5 - Volume urinario (V), Clearances de creatinina (C), Li* (Cp.), Na* (Cna:) € K (Ck.), em
ul/min/100g e excregdes de Li* (U, V), Na™ (Una.V) € K™ (Uk.V), em pmol/min/100g, em animais CON
e CAGE, adultos jovens.

PARAMETRO CON (n=12) CAGE (n=12)
V (ul/min/100g) 19,4+3,3 19,643,5
C,, (uV/min/100g) 382,9+113,1 342,8+121,8
C_,, (ul/min/100g) 42 5+20,9 4020
Cua. (/Min/100g) 0,13+0,02 0,15£0,03
Cy., (ul/min/100g) 14,9146,29 14,20+7,14
U,V (umol/min/100g) 1,240,710 1,0£0,4x102
Una.V (umol/min/100g) 1,940,3x102 2,140,4x102
U,V (umol/min/100g) 9,3+3,4x102 9,14,4x10°2

Valores expressos em média + DP

A carga filtrada de Na* e o manuseio tubular de Na* expresso pelo aporte
distal e pelas reabsorgdes fracionais proximal e distal | de Na* foram semelhantes
entre os ratos CON e CAGE adultos (Tabela 6).

Tabela 6 - Carga filtrada (CFya..) € aporte distal de Na* (ADya.), €m pmol/min/100g, reabsorcdo
fracional proximal de Na* (RFrPya.) e reabsorcéo fracional distal de Na* | (RFrDya. -I), em %, nos
animais CON e CAGE, adultos jovens.

PARAMETRO CON (n=9) CAGE (n=10)
CFya. (Hmol/min/100g) 44,9+9,7 39,6%6,4
ADy,, (umol/min/100g) 3,9+1,4 4,0+1,9
RFrPy,, (%) 91,415 92,4+4.4
RFrDya, -1 (%) 99,5+0,2 99,6+0,1

Valores expressos em média + DP
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3.5 PESOS UMIDOS RELATIVOS DE ORGAOS

Os pesos umidos relativos de 6rgaos dos animais adultos (g/100g de peso

corporal) nao diferiram entre os animais CON e CAGE (Figura 15).
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Figura 15 - Peso umido relativo de érgaos (9/100g de peso corporal) dos animais CON e CAGE, adultos
jovens.

3.6 ESTUDO HISTOLOGICO E MORFOMETRICO RENAL

A coloragao hematoxilina-eosina revelou um cortex renal com distribui¢cao regular
de corpusculos de Malpighi, compostos por tufos de capilares glomerulares envoltos
por capsulas de Bowman, revestidas pelos folhetos visceral e parietal. Este ultimo
era composto por epitélio pavimentoso simples, sem alteracdes troficas significativas
e com espaco de Bowman preservado entre os dois folhetos. O segmento contorcido
do tdbulo proximal possuia epitélio cubico simples, com citoplasma fortemente
aciddfilo e borda luminal espessada devido a presenca de microvilosidades na
superficie, enquanto o tubulo contorcido distal era constituido por epitélio cubico

simples, sem microvilosidades, com células menores e citoplasma menos acidéfilo
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que as do tubulo proximal.Na regido medular renal, foram observadas alcas de
Henle formadas por uma porcao delgada, cuja parede era um epitélio achatado a
semelhanca dos capilares sanguineos em volta, e por uma por¢cao espessa, cuja
morfologia era semelhante a do tubulo contorcido distal. Os tubulos coletores,
também presentes na medula renal, tornaram-se cada vez mais calibrosos a medida
que se dirigiram as papilas renais. Eles eram revestidos por um epitélio variando de
cubico a cilindrico, os menos calibrosos com um epitélio cubico simples e suas
células apresentando citoplasma fracamente eosindfilo.

Nao foram evidenciadas alteragbes na estrutura renal com a coloracao
hematoxilina-eosina (Figuras 16 e 17), nem houve diferenca no tamanho do espago
urinario e no numero de glomérulos (Tabela 7) nos animais adultos CON

comparados aos CAGE.

Figura 16 - Fotomicrografia de rins adultos demonstrando na coloragdo HE: A = regi&o cortical CON (10x), B =
regido cortical CAGE (10x), C = regiao medular CON (10x) e D = regido medular CAGE (10x).



Figura 17 - Fotomicrografia de rins adultos demonstrando na coloragéo HE: E = glomérulo renal CON
(40x) (estrela) e espacgo urinario (seta), F = glomérulo renal CAGE (40x) (estrela) e espago urinario
(seta), G = tubulo contorcido proximal CON (40x) com microvilosidades (seta), H = tabulo contorcido

proximal CAGE (40x) com microvilosidades (seta).

Tabela 7 — Areas dos corplsculos renais, glomérulos e espagos urinarios, e nimero de glomérulos

dos animais CON e CAGE adultos jovens.

PARAMETRO CON CAGE
Corpusculo renal (um?) 9657,7+512,8 9493,3+895,3
Glomérulo renal (um?) 6847,8+540,9 6593,9+609,0
Espaco urinario (um?) 2809,9+761,8 2899,3+799,3
Numero de glomérulos 105,0£2,0 93,345,8

Valores expressos em média + DP
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3.7 ESTUDO DA ATIVIDADE DA Na*- K*- ATPASE E Na'- ATPASE NO HOMOGENATO
E FRACAO DE MEMBRANAS DO TUBULO PROXIMAL DO RATO

A alimentagdo exclusiva com a dieta CAGE desde o desmame induziu
alteracbes moleculares no tdbulo proximal do rato no animal adulto jovem,
aumentando a atividade da Na*, K*-ATPAse (Figura 18) e diminuindo a da Na'-
ATPase que, diferente do que ocorreu com os animais CON (Figura 19), nao foi

estimulada pela angiotensina Il (Figuras 20 e 21).
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Figura 18 - Atividade Na'-K'-ATPé&sica no homogenato total e fragdo de membranas do tubulo
proximal de ratos adultos jovens CON e CAGE; *p=0,05
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Figura 19 - Atividade Na*-ATP&sica da membrana basolateral do tdbulo proximal de animais CON e
CAGE, adultos; a = atividade Na'-ATPasica CON sem angiotensina Il, b = atividade Na*-ATPésica
CAGE sem e com angiotensina I, ¢ = atividade Na*-ATPasica CON com angiotensina Il; *p<0,05.
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Figura 20 - Efeito de diferentes doses de angiotensina Il sobre a atividade Na’- ATPasica da
membrana basolateral do tubulo proximal de ratos adultos CON; *p<0,05.

75
g
gIE 60,
< E
+ ' 45 ]
c O
2 £
o =
o
T o 30
S o
= E
< £ 15
0

AngllL,M o0 10" 10" 10" 10® 10°

Figura 21 - Efeito de diferentes doses de angiotensina Il sobre a atividade Na'- ATPa&sica da
membrana basolateral do tubulo proximal de ratos adultos CAGE.
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4 DISCUSSAO

Os animais CON e CAGE foram mantidos em condi¢des similares desde o
desmame, exceto pelos niveis minimos ou normais de AGE nas dietas (SOARES,
M.C. et al, 1995). Os animais foram adaptados as GMI onde permaneceram apenas
durante o experimento, para evitar o estresse do isolamento crénico e sua influéncia
sobre a atividade das dessaturases em ratos normo e hipertensos (MILLS et al, 1994).

Neste estudo, a ingestdo de dieta carente em AGE diminuiu o peso corporal
da 62 semana (32 na dieta) a 132 semana de vida (adulto jovem). Resultado similar
foi observado em outros trabalhos, também em ratos machos em dieta CAGE desde
0 desmame, com 0 menor peso ocorrendo no crescimento - 72 a 92 semana
(SOARES, M.C. et al, 1995) ou no crescimento e no adulto jovem - 82 a 122 semana
(SOARES, A.F. et al, 2005) ou, ainda, no adulto jovem - 122 semana (PAIXAO et al,
2002). Assim, a reducdo no peso caracteristica de dietas deficientes em AGE pos-
desmame (COX et al, 1982; HARRIS et al, 1990) poderia decorrer de disfuncéo
temporaria na regulacdo do horménio do crescimento (SOARES, M.C. et al, 1995)
ou de menor absorcao de gordura em ratos submetidos a dieta CAGE (WERNER et
al, 2005, 2002) ou, ainda, do maior requerimento metabdlico energético, secundario
a perda de agua por evaporacao pela pele devido a sua maior permeabilidade
(PHINNEY et al, 1993). Na deficiéncia materna em AGE durante a gravidez e
lactacao, ocorreu também diminuicdo do peso na prole, associada a baixos niveis de
leptina, hormonio envolvido na regulacao do peso (KOROTKOVA et al, 2005).

No caso do maior requerimento energético, haveria uma maior ingestdao de
sélido ou de agua para repor as perdas. Neste estudo, entretanto, a ingestdao de
sélido foi similar em todas as semanas, excetuado pelo aumento na 132 semana. A
similaridade do volume urinario nos animais CON e CAGE em crescimento e adulto,
corrobora os dados da ingestao, ndo favorecendo a possibilidade de maior perda de
agua por evaporacgao e diferindo do maior consumo de agua com manutencao do
volume urinario em ratos CAGE (HANSEN, 1981).

As vias de ganho de agua sdo a ingestdo de liquidos e alimentos e a
producdo metabdlica pela oxidacdo dos carboidratos, enquanto as de saida sdo via
urina, pele, pulmoes e fezes (EATON; POOLER, 2006). No homem, a perda de agua

pelas fezes e pela evaporacdo é pequena e sua quantidade é similar a producao
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metabodlica (SCHNERMANN; SAYEGH, 1998) e, assim, para manter o balango
hidrico, a quantidade de agua excretada pelo rim é igual a ingerida (KOEPPEN;
STANTON, 2001). Neste estudo, os valores das ingestdes, excrecdes de agua e,
portanto, do balango hidrico foram similares em geral nos animais em crescimento e
adulto jovem, com os valores das ingestdes cerca de duas vezes os das excrecoes,
uma caracteristica fisioldgica do rato (SHARP; LA REGINA, 1998).

Mudancas no balanco hidrico alteram a osmolalidade dos fluidos corporais e 0
rim controla este balanco formando urina com menos ou mais agua, conservando-a
ou excretando-a conforme necessario (COGAN, 1991). Neste estudo, a agua foi
fornecida ad libitum aos animais, as racdes foram preparadas com quantidades
iguais de agua e carboidratos - estes substratos para a oxidacao, portanto, com vias
de entrada iguais para ambos os grupos. Adicionalmente, os animais estavam no
mesmo ambiente, provavelmente com perdas insensiveis de mesma magnitude.

Neste estudo ocorreu diminuicdo do hematécrito nos animais CAGE apenas
na 8?2 semana, indicando uma possivel anemia ao fim da terceira fase do
crescimento extra-uterino. Entretanto, os valores de hematécrito variam bastante de
acordo com a raca, idade e sexo dos animais (SHARP; LA REGINA, 1998). Uma das
funcdes do rim é estimular a produgao dos eritrécitos via eritropoetina (LOTE, 2000),
sendo a anemia uma consequéncia importante da insuficiéncia renal (REMUZZI;
MINETTI, 2000). Modificagdo na composicao dos acidos graxos da membrana dos
eritrécitos tem sido relatada através da mudanca do aporte lipidico da dieta
(KIRCHGESSNER et al, 1994) e também tem sido observada tal modificacdo em
pacientes com fibrose cistica e niveis plasmaticos baixos de AGE (WOOD et al,
2003).

O rim é um importante 6rgdo para manter a homeostase corporal e a
diminuigdo de sua funcéao € insidiosa, resultando em insuficiéncia renal crénica, cuja
progressao diminui com o tratamento clinico, dito conservador, o qual, sendo bem
conduzido e contando com a aderéncia do paciente, adia em muitos anos o inicio do
tratamento dialitico (KHWAJA et al, 2007). Pacientes portadores de insuficiéncia
renal crénica em tratamento hemodialitico tém reducdo no conteudo de acidos
graxos poliinsaturados na membrana eritrocitaria, o qual pode ser decorrente da sua
condigdo inflamatéria crénica (KOORTS; VILJOEN; KRUGER, 2002) e a
suplementacdo dietética com Oleo de peixe aumenta a deformabilidade dos
eritrocitos e o hematécrito (PECK, 1997).
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O rim regula precisamente o contelddo corporal de Na* e K* para manter o
balanco corporal € a homeostase (LOTE, 2000). Nos experimentos de 24h nas GMI,
ocorreram elevagdes das Una:V nas 82 e 132 semanas, a ultima provavelmente em
conseqliéncia a maior ingestédo de sélido e, portanto, de Na* nesta semana, visando
igualar a excrecado a ingestao e para manter o balango, o que nao ocorreu na 82
semana. Este aumento da Una.V pode ser conseqliente ao maior RFG observado
em ratos CAGE com cinqlienta dias (HJELTE et al, 1990). Por sua vez, as maiores
Uk:V na 72 e 82 semanas podem ser decorrentes do maior RFG nesta fase do
crescimento (HJELTE et al, 1990). Soares, A.F. et al (2005) observaram, também,
um aumento da Una.V na fase de crescimento - 102 semana de vida. Células Madin
Darby canine kidney (MDCK), modelo experimental do sistema tubular distal,
mantidas em meio CAGE tinham menores transporte de eletrélitos no epitélio,
formacao hemicistica, niumero e fungdao de mitocéndrias (STOLL; SPECTOR, 1995).

A creatinina é o produto final do metabolismo da creatina nos musculos
esqueléticos e liberada em taxas constantes no plasma, em quantidade proporcional
a massa muscular e ao exercicio (AIRES, 2008; JACOBSON; STRIKER; KLAHR,
1995). Assim, a similaridade nas excrecdes de creatinina nos ratos CON e CAGE
em crescimento e adultos indica massa muscular de mesma magnitude.

Normalmente, as proteinas sdo restringidas pelo tamanho e carga elétrica
durante a filtracdo glomerular e, portanto, praticamente ndo aparecem na urina. A
medida da concentragdo de proteina na urina € um meio simples de revelar doenga
renal (SHAH; FEEHALLY, 2008). A proteindria ocorre em varias doengas renais,
inclusive na sindrome nefrética congénita, acarretando reducdao dos niveis
plasmaticos de AGE, os quais sdo arrastados com a albumina durante a filtracao
glomerular (ALDAMIZ-ECHEVARRIA et al, 2007). Os animais CAGE, apesar da
caréncia lipidica, ndo apresentaram proteinuria, o que sugere integridade da barreira
de filtragcdo. Neste sentido, tanto a administracdo de &cidos graxos poliinsaturados
exerceu efeito benéfico sobre a proteindria como a adicao de EPA a dieta durante
quatorze meses impediu 0 desenvolvimento da doenga renal e da proteindria em
ratas New Zealand Black (NZB) x New Zealand White (NZW) F1 (PRICKETT;
ROBINSON; STEINBERG, 1981). Adicionalmente, a suplementagdo com LNA
(bmega-3) em pacientes com nefropatia imunoglobulina A reduziu a proteindria de
forma dose-dependente (HOGG et al, 2006).
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Dependendo do estado de hidratagdo do organismo, o rim pode eliminar urina
diluida, hiposmotica ou concentrada, hiperosmética. Assim, na concentracdo da
urina, a agua € atraida pelo gradiente osmotico para o intersticio medular devido a
alta concentragdo de NaCl e uréia, sendo removida dos ductos coletores (DWYER;
SCHMIDT-NIELSEN, 2003). A prova de concentragado da urina foi realizada visando
investigar a integridade do mecanismo de concentragcao do rim. Os animais adultos
foram mantidos em GMI durante 12 horas noturnas, com livre acesso a ragao € com
restricdo hidrica. “A habilidade de concentragcdo € assegurada corretamente pela
mensuracdo da densidade ou osmolalidade apods deprivagdo noturna de agua”
(JACOBSON; STRIKER; KLAHR, 1995, p. 91). Assim, a densidade urinaria é
utiizada como um indice da concentracdo urinaria. As elevadas densidades
urindrias e o0s baixos volumes urinarios na prova de concentracdo indicam
preservacdo da capacidade de concentracdo nos animais CON e CAGE. Os
aumentos nas Una.V e Uk.V observados nos animais CAGE podem refletir a maior
ingestao de solido ocorrido na semana da realizacdo da prova, uma vez que o rim
excreta a totalidade do Na* ingerido em trés a quatro dias (COGAN, 1991).

A técnica experimental de clearance ou depuracao plasmatica é utilizada para
medir o RFG, parametro essencial para avaliar a funcao renal visando administrar
doses apropriadas de medicamentos excretados pelo rim bem como para
acompanhar a evolugdo da doencga renal. A inulina, polissacarideo biologicamente
inerte, € a substancia mais adequada para medir o RFG, por ser ultrafiltrada nos
glomérulos e nado ser reabsorvida, secretada ou metabolisada pelos tubulos renais.
Entretanto, sua utilizacao requer imobilizacdo e infusdo continua para manter um
nivel plasmatico estavel no paciente ou no animal anestesiado. Estes fatores
dificultam o seu uso em humanos e, sobretudo, em animais acordados. Assim, o
clearance de inulina vem sendo sido substituido pelo clearance de creatinina na
clinica e nos estudos com animais acordados. A creatinina, cuja excrecao é igual a
producdo, € uma substancia livremente filtrada, ocorrendo pequena secre¢cao no
tubulo proximal, a qual é compensada pela falsa elevagdo da sua concentracédo
plasmatica, conseqliente a reacado de substancias plasmaticas que se coram como
ela - os cromégenos da creatinina (AIRES, 2008; ROSE, 1994).

Os resultados do Cg evidenciaram similaridade no RFG dos CON e CAGE,
sugerindo que a dieta ndo causou alteragdes na funcao glomerular global. Estes

resultados divergem dos menores C. (280,10£21,15ul/min/100g) observados em
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animais adultos jovens carentes em AGE (SOARES, A.F. et al, 2005) e em animais
adultos com vinte e oito semanas (470£70ul/min/100g), nos quais a deterioracdo da
funcédo renal foi antecedida por um periodo de maior RFG (820+£50ul/min/100g)
quando jovens (HJELTE et al, 1990).

A divergéncia dos resultados obtidos neste estudo em relacdo ao de Soares,
A.F. et al (2005) decorreu possivelmente dos diferentes percentuais dos AGE nas
dietas (6leo de soja versus 6leo de milho), das diferentes linhagens dos ratos
utilizados ou ainda dos diferentes tipos de gaiolas metabdlicas (minimizam ou nao as
perdas do volume urinario). As diferencas dos RFG observados por Hjelte et al
(1990) podem resultar das idades dos animais (12 semanas ou 7 a 28 semanas) e
aporte lipidico (6leo de cdco ou toucinho).

Foi observado aumento no RFG em alguns pacientes com fibrose cistica
(BERG; KUSOFFSKY; STRANDVIK, 1982; STENVINKEL et al, 1991), os quais
retornam aos valores normais apés um ano de suplementacdo com AGE,
demonstrando a relacdo entre a CAGE e fungdo renal na fibrose cistica
(STRANDVIK et al, 1989). O 6leo de peixe aumenta o RFG em pacientes com
nefropatia por imunoglobulina A, portadores de uma deficiéncia em AGE. Dessa
maneira, o LNA (édmega-3) pode influenciar favoravelmente essa nefropatia,
diminuindo a injuria glomerular decorrente da hemodindmica glomerular alterada,
contracdo mesangial e inflamagdo (HOLMAN et al, 1994). Na disfuncao renal pelo
uso da ciclosporina, a suplementagcao com 6leo de peixe também melhorou o fluxo
plasmatico renal e o RFG dos pacientes (HOMAN VAN DER HEIDE et al, 1990). Em
animais uninefrectomizados, a suplementacao dietética com 6leo de peixe também
diminuiu a esclerose glomerular e a atrofia tubular, demonstrando o efeito benéfico
dos acidos graxos desse 6leo (WHEELER et al, 1991).

O Li* vem sendo empregado cronicamente na forma de LiCl para tratamento
da doenca bipolar, sem afetar a funcao renal quando as concentracdes séricas sao
mantidas em valores inferiores a 0,4 mEg/l (KOOMANS; BOER; DORHOUT MEES,
1989; THOMSEN, 1984). O Li* é um ion metdlico alcalino, livremente filtrado nos
glomérulos, reabsorvido no tubulo proximal proporcionalmente ao Na*, e por isso,
seu clearance vem sendo utilizado como marcador do transporte tubular proximal de
Na*. Para tal, o Li" ndo deve ser reabsorvido apds o tubulo proximal, sendo feita
uma expansao com agua visando inibir o horménio antidiurético (THOMSEN, 1990).



59

Métodos diretos para estudar o fluxo ibnico transmembrana como
micropung¢ao e microperfusdo, embora bastante utilizados, tém desvantagens como
0 uso de anestésicos, procedimentos cirurgicos e perfusdo renal com solugdes
artificiais. Além disso, a técnica de micropungdo acessa apenas néfrons superficiais
e nao os néfrons profundos. Por tudo isso, o Ci,, método ndo invasivo, permite
estudar os animais em condi¢des fisioldgicas, utilizando urina proveniente de
néfrons corticais e justamedulares, e dessa maneira, possibilita estudar o tubulo
proximal como um todo e realizar calculos para estudar o transporte tubular distal de
Na" (GARCIA; GONTIJO; FIGUEIREDO, 1991; LEYSSAC, 1990; THOMSEN, 1977).

Foram seguidos os protocolos modificados de Amaro et al (1997) quanto a
duracao do clearance sendo este estudo de 3h e nao 2h, e Garcia, Gontijo e
Figueiredo (1991) com sobrecarga hidrica de 5% e nao de 10% e coleta de sangue
por decapitagcdo e ndo por puncédo do ventriculo direito. A expansdo hidrica do
protocolo experimental para o estudo da fung&o tubular foi essencial, devido ao
pequeno peso, volume urinario e tempo nas gaiolas, e pelo fato do estudo ser
realizado durante o dia, periodo de menor atividade, quando os ratos dormem.
Assim, tais fatores que levam a diminuicdo do volume urinario e aumentam a
probabilidade de erro, foram minimizados. A sobrecarga hidrica também foi
fundamental para inibir a liberagdo do horménio antidiurético, reduzindo a
osmolalidade dos fluidos corporais (AIRES, 2008) e para diminuir a reabsorcao de
agua nos ductos coletores, promovendo assim a geracao de agua livre e de um fluxo
tubular distal hipoosmético, reduzindo o transporte distal hidrossalino nessa
condicao experimental de diurese aquosa maxima (THOMSEN, 1990).

Os valores das concentragdes plasmaticas de Li* entre os grupos CON
(0,24+0,09 pmol/ml) e CAGE (0,23+0,13 pmol/ml) foram inferiores ao limite de
toxicidade (KOOMANS; BOER; DORHOUT MEES, 1989; THOMSEN, 1984). Os Cyi.
dos CAGE e CON (40,00£20,00 vs 42,50+20,94ul/min/100g) foram semelhantes,
sugerindo reabsorcao proximal de Na* similar entre eles e divergindo da redugao
observada por Soares, A.F. et al (2005), possivelmente decorrente do melhor
controle dos parametros experimentais no presente estudo, acima mencionado.

Os clearances de Na*® e K' foram semelhantes entre os dois grupos de
animais no presente estudo tendo o mesmo ocorrido com as excregdes de Li*, Na* e

K*, como esperado, em virtude da excrecdo urinaria de solutos ser conseqliente a
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filtracdo glomerular menos a reabsorcdo e mais a secrecao tubular (LOTE, 2000).
Estes resultados estdo em concordancia com os de Soares, A.F. et al (2005).

Os componentes proximal e distal da reabsorcdo tubular de Na* foram
individualizados resultando em RFrPna. em torno de 90% nos dois grupos, tanto
quando a reabsorcdo proximal de Na* foi avaliada por método direto (SHIRLEY;
WALTER; THOMSEN, 1987; THOMSEN; HOLSTEIN-RATHLOU; LEYSSAC, 1981)
como indireto (THOMSEN, 1984). A semelhanca entre 0 ADna. nos dois grupos
resultou em RFrDna.-1 de mesma magnitude nos CON e CAGE. A CFnas, produto do
RFG pela [Na]s, foi igual nos animais CON e CAGE, como esperado.

Os o6rgaos podem reagir de modo especifico quando submetidos a uma
deficiéncia em AGE, como no estudo de Korotkova e Strandvik (2000), no qual ratos
CAGE apresentaram composicées diversas dos acidos graxos nos diferentes
segmentos intestinais, na membrana dos eritrécitos e no soro. Moussa et al (1996)
verificaram, também, que animais CAGE apresentaram niveis diferentes de acidos
graxos nos eritrocitos, figado, rim, coracdo e musculo esquelético, justificados pelas
diferentes atividades das dessaturases e elongases nesses tecidos. Entretanto,
neste estudo, os pesos do bacgo, coracao, figado, pulmao, testiculos e rins, relativos
ao peso corporal, foram semelhantes nos animais adultos CON e CAGE. O
resultado do peso do rim concorda com o indice renal em ratos adultos jovens em
dieta CAGE (PAIXAO et al, 2002). Contudo, mesmo sendo a esteatose hepatica
uma caracteristica de modelos experimentais deficientes em AGE, os animais CAGE
nao tinham aumento do peso do figado (WERNER et al, 2005).

Na analise histologica, utilizando microscopia éptica e coloracdo hematoxilina
eosina, nao foram observadas caracteristicas fora dos padrées normais, entre os
animais adultos CON e CAGE. O mesmo ocorreu no estudo morfométrico,
demonstrado pelos similares niumeros de glomérulos e tamanhos do espacgo urinario
nos animais CON e CAGE. Esses resultados histol6gicos e morfolégicos corroboram
a auséncia de alteracdao nas funcdes glomerular e tubular proximal, demonstradas
pelos C. e Cii* semelhantes nos animais adultos CON e CAGE. Soares, A.F. et al
(2005) obtiveram resultado semelhante na coloracdo hematoxilina eosina entre
animais CON e CAGE mas a borda em escova era mais proeminente no tubulo
proximal nos animais CAGE no estudo histoquimico, fornecendo suporte para a
maior reabsor¢ao tubular proximal encontrada nos animais CAGE. Hijelte et al (1990)

observaram leves alteragdes morfolégicas em animais adultos e carentes em AGE,
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sugerindo que maiores modificagcdes estariam presentes em animais mais velhos,
conforme demonstrado por Borland e Jackson (1931). O efeito benéfico da mistura
de n-6 e n-3 foi relatado no modelo da nefrotoxicidade induzida pela ciclosporina,
minimizando as lesdes histolégicas tubulares renais, efeito atribuido ao aumento dos
eicosandides prostaglandinaE/tromboxanoB; e prostaciclina/tromboxanoB, (TSIPAS;
MORPHAKE, 2003). Nos rins de animais uninefrectomizados, a suplementacao
dietética com 6leo de peixe diminuiu a esclerose glomerular e a atrofia tubular,
demonstrando o efeito benéfico dos acidos graxos desse 6leo (WHEELER et al,
1991).

As propriedades funcionais da Na*, K*-ATPase, tais como afinidade ao Na* e
ouabaina (GERBI et al, 1997), sdo fortemente dependentes da composicao dos
acidos graxos das membranas, uma vez que essa enzima € circundada por
fosfolipidios (DJEMLI-SHIPKOLYE et al, 2002). Um mecanismo sugerido para
modular a atividade da Na*, K*-ATPase pelos &acidos graxos poliinsaturados é a
alteracdo na espessura e na fluidez da membrana (JOHANNSSON; SMITH;
METCALFE, 1981; LIN et al, 1979). Varios estudos tém demonstrado a relagdo entre
a alteracdo da composicao lipidica das membranas e a funcao de ATPases. Por
exemplo, em pacientes com diabetes mellitus, a inibicdo da A6-dessaturase resulta
em modificacdo na incorporacdo de acidos graxos poliinsaturados n-6 no nervo
ciatico, relacionada com a redugdo na velocidade de condugdo nervosa e na
atividade da Na*, K*-ATPase (COSTE et al, 1999). Ainda, no diabetes mellitus foi
observada menor atividade da Na*, K*-ATPase em membranas cardiacas (GERBI et
al, 1997) e no segmento ascendente espesso medular da alca de Henle
(TSIMARATOS et al, 2001), associada a modificagdo no contetdo dos acidos graxos
poliinsaturados das membranas, decorrente da inibicdo caracteristica das
dessaturases.

Em estudo anterior neste Laboratério também com animais CAGE adultos, foi
observada mudanca na distribuicdo cortical e medular de &cidos graxos nos
fosfolipidios: redu¢ao nos niveis de AA no cértex e aumento dos acidos graxos das
familias n-7 e n-9 no cortex e na medula (SOARES, A.F. et al, 2005). A reducao nos
niveis de AA corticais poderia justificar o aumento da atividade da Na*, K*-ATPase
dos animais CAGE, devido ao efeito inibitério dos metabdlitos do AA sobre essa
enzima (THERIEN; BLOSTEIN, 2000). Deste modo, o 20-HETE, metabdlito do AA

produzido sobretudo nas células do tubulo proximal, inibiria a atividade da Na*, K*-
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ATPase via ativacdo da proteina-cinase C (OMINATO; SATOH; KATZ, 1996;
SATOH; COHEN; KATZ, 1993). A maior atividade da Na*, K*-ATPase nos animais
CAGE poderia ser decorrente, ainda, de uma modificagdo nos niveis de colesterol
no plasma e nas membranas das células tubulares proximal, tendo sido
demonstrada uma relacdo entre os aumentos do colesterol plasmatico e da
atividade Na®, K'-ATPase nos eritrécitos (MAKAROV; KUZNETSOV, 1995).
Entretanto, os niveis desse lipidio ndo foram mensurados neste trabalho.

O aumento da atividade da Na®, K'-ATPase poderia resultar em maior
reabsorcdo proximal de Na* e, portanto, uma menor carga de Na" oferecida aos
segmentos do néfron, posteriores ao tubulo proximal. Contudo, tal ndo ocorreu neste
estudo possivelmente porque o método utilizado para medir a funcao renal envolve
néfrons superficiais, médios e profundos, enquanto a técnica do estudo molecular
retira apenas os néfrons mais superficiais, os mais susceptiveis a injuria.

A atividade da Na*-ATPase mensurada em animais adultos CAGE, neste
estudo, mostrou um possivel dano no ajuste fino da reabsorcdo de Na* no tubulo
proximal e, também, nao foi estimulada pela angiotensina Il mesmo quando foram
utilizadas concentracées que exercem efeito estimulatério maximo - 10°-107° M
(RANGEL et al, 2002). A reducdo na atividade da Na*-ATPase pode sugerir um
mecanismo compensatério a maior atividade da Na®, K'-ATPase ou alteragdo no
acoplamento dos receptores ATy e AT, a angiotensina Il ou, ainda, alteracao da via
de sinalizagdo da Na*-ATPase pela angiotensina Il.



63

5 CONCLUSAO

A caréncia em AGE desde o desmame teve pequeno impacto sobre a
excregao eletrolitica renal no crescimento e ndo modificou a estrutura, a filtracdo e a
funcéo tubular proximal, avaliadas globalmente no rato adulto acordado. Entretanto,
esta caréncia afetou transportadores envolvidos na homeostase do Na* no animal
adulto, possivelmente pela auséncia do acido linoléico. Estas alteragbes podem
contribuir para a fisiopatologia da fibrose cistica e insuficiéncia renal cronica. E
possivel que hajam alteracbes em animais anestesiados, ou em segmentos

tubulares isolados ou na indugao da caréncia em AGE no periodo perinatal.
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ANEXO A - Composicao da dieta comercial utilizada na alimentagao dos animais até

0 212 dia de vida.

Enriquecimento por kg de raco’

Vitamina A
Vitamina Dy
Vitamina E
Vitamina K
Vitamina B,
Vitamina B,
Pantotenato de Calcio
Niacina
Tiamina
Colina
Piridoxina
Biotina
Acido félico
Manganés
lodo

Ferro

Zinco

Cobre
Antioxidante

20.000 UI
6.600 UI
30 Ul
6 mg
0,01 mg
8 mg
24 mg
95 mg
4 mg
2.000 mg
6 mg
0,1 mg
0,5 mg
50 mg
2mg
65 mg
35 mg
26 mg
100 mg

Niveis de garantia "

Umidade (max.)
Proteina (min.)
Extrato Etéreo (min.)
Fibras (max.)
Minerais (max.)
Calcio (max)
Fosforo (min.)

13%

23%
25%
9,0%
7,5%
1,8%
0,8%

Composicao basica : milho, farelo de trigo, farelo de soja, farinha de carne, farelo de
arroz cru, carbonato de calcio, fésforo bicalcio, sal, pré-mix, segundo Purina do

Brasil.
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ANEXO B - Andlise fisico-quimica da racao comercial realizada no laboratério de

experimentacado e andlise de alimentos, do departamento de nutricdo da UFPE.

ENSAIOS RESULTADOS
Umidade e substancias volateis (g/100g) 9,93
(Método Adolfo Lutz, 1985)

Proteina (g/100g) 23,71
(Método Adolfo Lutz, 1985)

Cinzas (g/100g) 6,97
(Método Adolfo Lutz, 1985)

Gordura (g/1009) 5,13
(Método Adolfo Lutz, 1985)

Hidrato de Carbono (g/100g) 54,26
(Método: por calculo/ASCAR, 1985)

VCT (Kcal/100g) 358,05
(Método: por calculo)

Sédio (mg/100g) 62,63

(Método Adolfo Lutz, 1985)
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ANEXO C - Anadlise fisico-quimica da racdo soja realizada no laboratério de

experimentacado e andlise de alimentos, do departamento de nutricdo da UFPE.

ENSAIOS RESULTADOS
Umidade e substancias volateis (g/100g) 7,42
(Método Adolfo Lutz, 1985)

Proteina (g/100g) 17,61
(Método Adolfo Lutz, 1985)

Cinzas (g/100g) 3,40
(Método Adolfo Lutz, 1985)

Gordura (g/100g) 4,82
(Método Adolfo Lutz, 1985)

Hidrato de Carbono (g/100g) 66,75
(Método: por calculo/ASCAR, 1985)

VCT (Kcal/100g) 380,82
(Método: por calculo)

Sédio (mg/100g) 60,47

(Método Adolfo Lutz, 1985)




82

ANEXO D - Férmulas utilizadas para calculos dos clearances, CFna., FENa:, FEks,

FE... e manuseio tubular de Na".

a) ADNas+= Pna+ X Ci , onde Pna, € a [Na*lsoro

b) CFnas+ = Pna+ x Ger

C) Cer = [Cr]urina x V/[Crlsoro

d) CLi+ =[|—i+]urina X V/[Li+]soro

e) FEna: = [Na+]urina x [Crlsoro /[Na+]soro x [Crlurina

f) FEk+ = [K™urina x [Crlsoro /[K*]soro x [Crlurina

9) FEL = [Li"lurina x [Crlsoro /[Li*]soro x [Crlurina

h) RFrPras = (CFnas — ADnas)/CFnas X 100

i) RFrDyay - = [ADnas - (Una X V)/ADnas] x 100



ANEXO E - Lista de equipamentos/aparelhos utilizados

- agulha orogastrica, J PETROVICH

- analisador seletivo de ions AVL 9180, ROCHE

- balanca analitica, METTLER

- balanga mecanica para ratos, OHAUS

- refratbmetro para urina, ATAGO

- centrifuga modelo 206-R, FANEM

- centrifuga SORVALL RC-5B, empregando um rotor SS-34

- contador de cintilacao liquida PACKARD TRI-CARB 2100 TR

- espectrofotébmetro UV-VIS RS 0223, LABOMED
- espectrofotdmetro Hitachi U-2001

- microscoépio 6ptico OLYMPUS BX 50

- microtomo STADIE-RIGGS

- ultracentrifuga BECKMAN L5-50B

- microcentrifuga de mesa, modelo MB, INT. EQUIPMENT CO.

33
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ANEXO F - Nomenclatura e férmula dos acidos graxos citados no presente trabalho

8:00
10:00
12:00
14:00
16:00
18:00
18:1n-9
18:2n-6
18:3n-3
20:00
20:1n-9
22:00
24:00
20:5n-3
22:6n-3
20:4n-6
18:3n-6
20:3n-6
22:5n-3
20:3n-9
16:1n-7

acido caprilico

acido caprico

acido laurico

acido miristico

acido palmitico

acido estearico

acido oléico

acido linoléico

acido linolénico

acido araquidinico

acido gadoléico

acido behénico

acido lignocérico

acido eicosapentaendico
acido docosahexaenéico
acido araquidbnico
acido y-linolénico

acido dihomo y-linolénico
acido docosapentaendico
acido eicosatriendico
acido palmitoléico




