UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA E FARMACOLOGIA
MESTRADO EM CIENCIAS BIOLOGICAS — FISIOLOGIA

IZABEL SYLVANIA SILVA BARRETO

Avaliacao do perfil metabolico e da func¢io renal em ratos
adultos submetidos a ma nutri¢io intra-uterina e

tratamento com fenofibrato

RECIFE
2007



IZABEL SYLVANIA SILVA BARRETO

Avaliacao do perfil metabolico e da funcao renal em ratos
adultos submetidos a ma nutri¢io intra-uterina e

tratamento com fenofibrato

Dissertacdo apresentada para conclusdo do
curso de Mestrado em Ciéncias Biologicas -
Fisiologia, Departamento de Fisiologia e
Farmacologia, Universidade Federal de
Pernambuco.

Orientadora: Prof'. Dr*. Ana Durce Oliveira da
Paixao

RECIFE
2007



Izabel Sylvania Silva Barreto

“Avaliacio do perfil metabdlico e da funcio renal em ratos adultos

submetidos & mé nutrigio intra-uterina ¢ tratamento com fenofibrato™

g
ekl

Dra Ans Durce Oliveira da Paizdo
ORIENTADORA

L}

2
e
i

[
s T e T & %

Dr. Rubiém Carlos .-!nrlliﬁja Guges

. o fi

™ | G | A,
e R s R

e, Helema Serra Arul Montes

o™

% LTI o L

Bra. Lucicnne da Silva Lars Morcille

Recife
20T



Ao meu soberano Deus por permitir a realizacdo de
muitos dos meus sonhos, sendo este trabalho um deles,
e por seu imenso amor e cuidado que tem demonstrado

em todos os momentos da minha vida.



Com muito amor ao meu filho, Daniel Filype, e a

Marcus Lucena, béncgdos de Deus na minha vida, pela
compreensdo e pelo grande incentivo dado aos meus projetos.
A minha familia: minha mae, meu pai, meus irmdos, minha
avo, meus tios, meu cunhado e a todos que participaram direta
ou indiretamente desta jornada. Com muito carinho, agora e
sempre, em especial para minha irmazinha e meu amigo e
grande colaborador Leucio Duarte.



AGRADECIMENTOS

A Prof. Dr*. Ana Durce Oliveira da Paixdo por sua competente orientagdo, pela
generosidade em compartilhar seus conhecimentos cientificos e pela grande oportunidade de
aprendizado que me foi concedida.

A todos os professores e funcionarios do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
UFPE, em especial para Prof'. Dr®. Gléria Isolina B. Duarte e para Prof*. Maria do Carmo C.
Fraga.

Aos colegas do Laboratorio de Fisiologia e Farmacologia Renal pela cooperagdo, pois
de uma forma direta ou indireta contribuiram para a realizagdo deste trabalho. Meus

agradecimentos, também, para Ralfo Cavalcanti de Medeiros e Valéria C. R. Dantas.

“Posso todas as coisas naquele que me fortalece”. Filipenses 4.13



“Seja bendito o nome de Deus para todo o sempre,
porque dele é a sabedoria e a forca”.
Daniel 2.20



RESUMO 7

A ma nutri¢do intra-uterina pode alterar o perfil metabdlico e a fungdo renal da prole na vida
adulta. Neste trabalho, foram avaliados a homeostase da glicose, o metabolismo lipidico, o
estresse oxidativo e a fung@o renal em ratos machos Wistar, adultos, submetidos @ ma nutri¢ao
intra-uterina através de uma dieta multicarenciada. Adicionalmente, foi investigado se uma
sobrecarga dietética de glicose e/ou tratamento com fenofibrato, na vida adulta, influenciam
estes parametros. Apds o nascimento, os animais foram mantidos com dieta controle (DC).
Aos 120 dias de idade, continuaram com DC ou passaram a ser mantidos com dieta rica em
glicose (DRQG), e foram tratados com fenofibrato (50mg/kg/dia, via oral) ou veiculo, durante
30 dias. Glicose, triglicerideos (TG) e colesterol foram mensurados por ensaio enzimatico e a
insulina foi quantificada por quimioluminescéncia. O estresse oxidativo renal (EOR) foi
avaliado pela mensuracdo de substancias reativas ao acido tiobarbitiirico (TBARS). Para
avaliagdo da hemodindmica renal, a pressdo arterial média e o fluxo sangiiineo renal foram
avaliados utilizando-se um transdutor de pressdo arterial e um flow probe, respectivamente,
ambos conectados a um fluxdmetro. A filtragdo glomerular (FG) foi avaliada pelo clearance
de inulina. A proteinuria foi medida pelo método de precipitagdo em éacido sulfossalicilico
3%, e a contagem do numero de néfrons (NN) foi realizada em suspensdo acida do rim,
através de microscopia Optica. A andlise estatistica foi realizada através dos testes “t” de
Student para dados pareados e ndo pareados e do teste Student-Newman-Keuls para multiplas
comparagdes. Os animais malnutridos na vida intra-uterina, quando comparados aos
controles, apresentaram menor peso corpédreo (p < 0,01), menor tolerancia a glicose (p < 0,05)
e menor NN (p < 0,01). Todos os grupos mantidos com DRG, comparados aqueles mantidos
com DC, apresentaram valor aumentado de TG (p < 0,05) e TBARS no rim (p < 0,01). O
grupo malnutrido mantido com DRG, comparado aquele mantido com DC, apresentou menor
resisténcia vascular renal (p < 0,01). Os animais mantidos com DRG e tratados com
fenofibrato, comparados aos tratados com veiculo, apresentaram TG (p < 0,01) e proteintria
(p < 0,05) mais elevados e menor tolerancia a glicose (p < 0,01). O grupo controle tratado
com fenofibrato, comparado ao tratado com veiculo, apresentou menor FG (p < 0,05) e maior
proteintria (p < 0,01). Os resultados indicam que os animais submetidos & ma nutri¢do intra-
uterina apresentaram menor tolerdncia a glicose e oligonefrenia. A DRG prejudicou o
metabolismo lipidico e induziu elevacdo do EOR em animais controles e malnutridos. O
grupo malnutrido mantido com DRG apresentou vasodilatagdo renal semelhante aquela
observada nos estagios iniciais do diabetes tipo 1. O fenofibrato comprometeu a tolerancia a
glicose e elevou TG e proteiniria em animais mantidos com DRG. Além disso, em animais

controles mantidos com DC, o fenofibrato elevou a proteiniria e diminuiu a FG.

Palavras-chave: ratos adultos; perfil metabdlico; mé& nutricdo intra-uterina; funcdo renal,
diabetes.



ABSTRACT 8

Intrauterine malnutrition may alter metabolic profile and renal function in the offspring during
adult life. In this work, glucose homeostasis, lipidic metabolism, oxidative stress and renal
function were evaluated in adult male Wistar rats, submitted to intrauterine malnutrition
throughout a multideficient diet. Additionally, it was investigated whether consuming excess
glucose and/or fenofibrate treatment, in adult life, influence these parameters. After birth, all
rats were maintained on control diet. From age of 120 to 150 days, the animals continued with
control diet or were maintained with glucose diet, and were treated with either fenofibrate
(50mg/kg/day, po) or vehicle. Glucose, triglycerides (TG) and cholesterol were measured by
enzymatic assays. Serum insulin levels were analyzed by quimioluminescense. Renal
oxidative stress was evaluated using thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) method.
For renal hemodynamic study, mean arterial pressure and renal blood flow (RBF) were
evaluated using a blood pressure transducer and a flow probe, respectively, both connected to
a flowmeter. Glomerular filtration rate (GFR) was evaluated using inulin clearance. Urinary
protein excretion was determined by precipitation with 3% sulphosalicylic acid, and the
number of nephrons (NN) was evaluated in kidney acid suspension by optic microscopy.
Statistical analysis was performed using paired and unpaired Student “t” test and the Student-
Newman-Keuls test for multiple comparisons. Prenatally malnourished rats showed lower
body weight (p < 0.01), higher area under curve of glucose (p < 0.05), and lower NN (p <
0.01) than control rats. All groups maintained with glucose diet showed higher levels of TG
(p < 0.05) and TBARS (p < 0.01) compared to groups maintained with control diet. The
malnourished group maintained with glucose diet showed lower renal vascular resistance (p <
0.01) than the group maintained with control diet. The animals maintained with glucose diet
and treated with fenofibrate showed higher TG (p < 0.01) and proteinuria (p < 0.05), and
lower glucose tolerance (p < 0.01) compared to animals treated with vehicle. The control
group treated with fenofibrate showed lower GFR (p < 0.05) and higher proteinuria (p < 0.01)
than the vehicle group. These results demonstrate that prenatally malnourished rats showed
reduced glucose tolerance and oligonephronia. The glucose diet impaired the lipidic
metabolism and induced increasing renal oxidative stress in control and malnourished rats. As
in early stage of the type 1 diabetes, the malnourished group maintained with glucose diet
showed renal vasodilatation. The fenofibrate jeopardized glucose tolerance and increased the
levels of TG and proteinuria in the rats maintained with glucose diet. Moreover, in control rats

maintained with control diet, the fenofibrate increased proteinuria and decreased GFR.

Key words: adult rats; metabolic profile; intrauterine malnutrition; renal function; diabetes.
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1 INTRODUCAO

A ma nutrigdo constitui um problema universal de saide publica, com repercussdes
que perduram durante toda a vida do individuo (Becker, 1983; Okitolonda et al., 1987). Em
paises em desenvolvimento, inclusive no Brasil (Saraiva et al., 1992), a desnutri¢do caldrico-
protéica materna e em criangas ¢ um grande problema de saide publica (Olubodun, 1992),
sendo responsavel por uma alta taxa de mortalidade pos-natal e infantil (Wharton, 1991).

Viérios estudos demonstram que a restrigdo nutricional materna causa baixo peso no
nascimento (Barker e Clark, 1997; Falkner, 2002; Lackland et al., 2003; Holemans et al.,
2003), com desenvolvimento inadequado de 6rgdos como o pancreas (Garofano et al., 1998) e
o rim (Lucas et al., 1997), ao contrario do cérebro e pulmdes que sdo relativamente protegidos
(Desai e Hales, 1997). Estas alteragdes na organogénese predispdem a prole, na vida adulta,
ao desenvolvimento de hipertensdo (Falkner, 2002), doencas cardiovasculares (Barker et al.,
1993), alteracdes na homeostase da glicose (Saturnino et al., 2003) e na nefrogénese (Paixao
etal., 2001).

O baixo peso no nascimento tem sido associado ao desenvolvimento de diabetes
mellitus ndo-dependente de insulina (DMNID, diabetes tipo 2) e a sindrome X, caracterizada
por individuos que apresentam baixo peso no nascimento e, na vida adulta, sobrepeso
corpdreo, disturbios no metabolismo dos lipideos e da glicose, e hipertensdo (De Fronzo e
Ferrannini, 1991; Hales et al., 1991; Barker et al., 1993). Além disso, a ma nutri¢ao intra-
uterina pode ser determinante do numero de células  pancreaticas (Hales e Barker, 1992),
causando comprometimento da secrecdo de insulina e intolerancia a glicose na vida adulta
(Langley et al., 1994; Saturnino ef al., 2003).

A “Thrifty Phenotype Hypothesis”, proposta por Hales e Barker em 1992, postula que
o diabetes tipo 2 e outras anormalidades metabolicas, como a sindome X, possuem uma forte
influéncia ambiental. A programacdo da organogénese ¢ influenciada pelo ambiente
nutricional fetal e pos-natal e pode determinar, como ja foi relatada, a susceptibilidade do
individuo ao desenvolvimento de alteracdes metabolicas e doengas cardiovasculares na vida
adulta.

Popula¢des humanas que vivenciaram uma transi¢do de nutrigdo materna carenciada
para um ambiente de nutrigdo abundante apresentam pouca habilidade em responder a
insulina. H4 evidéncias de que os indios Pima (Bennet et al., 1976 apud Desai e Hales, 1997)

e os Nauruans das Ilhas Pacificas (Zimmet et al., 1984 apud Desai e Hales, 1997) exibem, na
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vida adulta, anormalidades funcionais na secrecdo de insulina e intolerancia a glicose,
correlacionadas com a mé nutri¢do caldrico-protéica na vida intra-uterina.

A ma nutricdo pré-natal também induz diminuicdo do nimero de néfrons
(oligonefrenia) (Langley-Evans et al., 1999b; Paixdo et al., 2001), além de alteragdes na
morfometria glomerular e na hemodinamica renal (Paixado ef al., 2001). Tais modifica¢des na
funcdo renal podem determinar o desenvolvimento de doenga renal crdnica, ja4 observada
com alta incidéncia nas populagdes que apresentam baixo peso no nascimento, como 0s
indios (Lemley, 2003) e negros (Falkner, 2003) americanos e aborigines australianos (Hoy et
al., 1999). O sistema renina — angiotensina desempenha um papel importante no
desenvolvimento renal. Woods ef al. (2001) observaram que a restrigdo protéica materna
diminui a expressdo do RNA mensageiro da renina e a atividade da angiotensina II no rim de
ratos neonatos, comprometendo a nefrogénese e programando hipertensdo na vida adulta.
Rins com nimero de néfrons reduzido acabam por sofrer diminui¢do da area de filtragdo
glomerular, o que pode comprometer a capacidade de excretar s6dio e dgua, além de gerar
hipertrofia compensatoria e alteragdes na hemodindmica renal (Paixao ef al., 2001).

Os componentes do sistema renina - angiotensina - aldosterona (SRAA) sdo
elementos importantes no controle da pressao arterial, em parte pela agdo vasoconstritora da
angiotensina II que aumenta a resisténcia vascular periférica. Foi observado aumento da
sensibilidade vascular pos-natal & angiotensina II em ratos submetidos a méa nutricdo pré-
natal (Gardner e Jackson, 1997), através de elevagdo do numero de receptores para
angiotensina II, fato que amplia os efeitos de uma concentragdo sangiiinea de angiotensina II
normal ou mesmo baixa. Além disso, ja foi verificado aumento na atividade da enzima
conversora de angiotensina em fetos, neonatos e ratos adultos (Langley-Evans et al., 1999a),
indicando que as modifica¢des geradas pelo funcionamento alterado do SRAA sdo perenes e
podem desencadear aumento de pressdo sangiiinea. Corroborando com estes dados, Langley-
Evans e Jackson (1995) observaram que a hipertensao induzida por restricdo protéica intra-
uterina pode ser normalizada pela utilizagdo do captopril, um inibidor classico da enzima
conversora de angiotensina.

Alteracdes na homeostase da glicose sdo responsaveis por elevagdo do estresse
oxidativo, um responsavel parcial pelo processo degenerativo que afeta as membranas
celulares e outras estruturas que contém lipideos (Koo e Vaziri, 2003). O estresse oxidativo ¢
um importante componente envolvido no desenvolvimento de aterosclerose e hipertensdo e
apresenta-se aumentado em ratos submetidos a restricdo dietética materna (Franco et al.,

2002, 2003). Estudos mostram evidéncias do papel do estresse oxidativo nas complicagdes da
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patogénese do diabetes, marcada por hiperglicemia e elevagdo de acidos graxos circulantes
(Koo e Vaziri, 2003). O aumento na producao de radicais livres e diminui¢do dos niveis de
moléculas antioxidantes tém aumentado o estresse oxidativo em pacientes com diabetes
(Seghrouchni et al., 2002)

A peroxidagao lipidica compreende um processo induzido por radicais livres (Zwart et
al., 1999). E caracterizada pela oxidagio de acidos graxos poliinsaturados e de outros lipideos
por radicais portadores de um ou mais elétrons desemparelhados com alta reatividade,
levando a formacdo de conjugados dienos, hidroperéxidos de lipideos e malonildialdeido
(MDA), entre outros produtos (Buege e Aust, 1978; Zwart et al., 1999). Os radicais livres
derivados do oxigénio também reagem com glicose produzindo compostos carbonila
altamente reativos que, por sua vez, podem reagir com a por¢do amino-terminal da lisina,
levando a formacgao de proteinas glicosiladas (Horie ef al., 1997; Singh et al., 2000 apud Koo
e Vaziri, 2003). Sob condicdes de estresse oxidativo, a propagacdo da peroxidagdo lipidica,
como j& foi mencionada, ¢ um processo que afeta as membranas celulares e outras estruturas
lipidicas (Halliwell e Gutteridge, 1990).

Em 2025, estima-se que, no mundo, existird mais de 300 milhdes de individuos com
diabetes tipo 2. Esta doenga ndo ¢ caracterizada apenas por niveis elevados de glicose, mas
também por uma série de alteragdes cardiovasculares e renais. Um importante fator de risco
cardiovascular no diabetes tipo 2 ¢ a dislipidemia, que ¢ caracterizada pela diminui¢do da
lipoproteina de alta densidade (HDL) e aumento das lipoproteinas de muito baixa densidade
(VLDL) e de baixa densidade (LDL) (Taskinen, 2001). A presenca de hipertrigliceridemia
estd associada com resisténcia a insulina e diminui¢ao no metabolismo da glicose (Olefsky et
al., 1974; Steiner e Vranic, 1982).

A nefropatia diabética ¢ uma patologia que se desenvolve, em média, ap6s 10 anos de
estabelecimento do diabetes tipo 1 (diabetes mellitus dependente de insulina — DMID),
enquanto cerca de 3% dos pacientes com diabetes tipo 2 recém-estabelecido podem apresentar
esta patologia (Gall et al., 1991). A glomerulopatia diabética ¢ caracterizada
histopatologicamente pelo processo de glomeruloesclerose difusa ou focal (doenca de
Kimmestiel — Wilson), associado a expansdo do mesangio e ao espessamento da membrana
basal. Caracteriza-se, cronologicamente, pelas seguintes fases: 1) hipertrofia e hiperfiltracao
glomerular com aumento do tamanho renal e hiperfuncdo do 6rgdo (Mogensen e Andersen,
1973; Hostetter et al., 1981); 2) espessamento da membrana basal glomerular e expansdo
mesangial; 3) microalbumintria; 4) nefropatia manifesta, caracterizada pela proteindria

franca; 5) insuficiéncia renal progressiva; 6) rins em fase terminal — sindrome urémica.



17

Baseando-se em tais fatos, recomenda-se o inicio da terapéutica na fase mais precoce do
diabetes, uma vez que o tratamento ¢ bem menos eficaz quando ha proteinuria significativa ou
insuficiéncia renal ja instaladas.

Os fibratos (fenofibrato, clofibrato e genfibrozila) tém sido usados para tratar a
hiperlipidemia (Watts e Dimmitt, 1999) e o fenofibrato ¢ um dos agentes mais usados
mundialmente (Brown, 1988). A base molecular de acdo dos fibratos envolve a ativacao do
fator de transcricdo conhecido como receptor ativado por proliferacdo peroxisdmica - alfa
(PPAR-a), que estd envolvido no metabolismo lipidico (Bocos et al., 1995; Schoonjans et al.,
1996; Lefebvre et al., 1997; Motojima et al., 1998). O fenofibrato ¢ capaz de reduzir, no
plasma, os niveis de colesterol total, LDL, apolipoproteina B, triglicerideos e VLDL (Edgar,
1990), e também aumentar os niveis de HDL, apolipoproteina A-I e apolipoproteina A-II
(Knopp et al., 1987; Knopp, 1999). De maneira geral, os fibratos aumentam a oxidagdo de
acidos graxos no figado e muasculos e promovem diminui¢ao da producdo da apolipoproteina
C-1II, aumentando a atividade da lipoproteina lipase e do clearance de triglicerideos. O
aumento da oxidacdo de 4cidos graxos estd associado com a diminui¢do da secrecdo hepatica
de lipoproteinas ricas em triglicerideos (Brown, 1987; Schwandt, 1991; Tikkanen, 1992;
Knopp, 1999). Também ja foi mostrado que o fenofibrato eleva a excre¢do de colesterol na
bile, contribuindo para diminuicdo dos niveis de colesterol intracelular e promog¢do de
estimulos adicionais para receptores de LDL no figado (Brown, 1988).

Além da diminui¢do dos triglicerideos plasmaticos, alguns trabalhos mostraram que os
fibratos reduzem a resisténcia a insulina em ratos (Matsui et al., 1997), em camundongos
(Guerre-Millo et al., 2000) ¢ em humanos (Idzior-Walus ez al., 2000). E sugerido que esse
efeito anti-resisténcia a insulina pode estar ligado aos seguintes mecanismos (Lee et al.,
2002): 1) a ativagdo do PPAR-a aumenta o catabolismo de acidos graxos no figado, o que
resulta numa diminui¢do dos niveis locais e sistémicos de acido graxo livre. O agonista
PPAR-a diminui a inibi¢do, mediada por acidos graxos, da disponibilidade ndo-oxidativa e
oxidativa da glicose na musculatura esquelética estimulada pela insulina (Martin ef al., 1997);
2) o agonista PPAR-a reduz o contetido de triglicerideos no musculo esquelético, diminuindo
a resisténcia a insulina (Chalkley ef al., 1998); 3) o agonista PPAR-a diminui a produgdo de
citocinas que causam resisténcia a insulina, como o fator de necrose tumoral - alfa (TNF-a)
(Hotamisligil, 1995).

Hottelart et al. (1999) realizaram um estudo com pacientes hiperlipidémicos com
fun¢do renal normal ou portadores de insuficiéncia renal leve e observaram que o tratamento

com fenofibrato, por 2 semanas (200 mg, diariamente), ndo alterou a hemodindmica renal
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nem a filtragdo glomerular, mas causou elevagdo da creatininemia. Pesquisas posteriores
confirmaram que este aumento de creatinina estava relacionado a maior produgdo deste
metabolito, induzida pelo tratamento com o fenofibrato, € ndo a uma piora da fungdo renal
(Ritter e Nabulsi, 2001; Hottelart et al., 2002). Ansquer et al. (2005) verificaram que o
tratamento com fenofibrato reduziu a progressdo da albuminuria em pacientes com diabetes
tipo 2. Chen et al. (2006) observaram um efeito renoprotetor do fenofibrato em ratos
diabéticos, retardando a progressdo da nefropatia diabética pela menor deposi¢do de matriz
extracelular.

Muitos estudos abordaram diferentes modelos de ma nutricao através da imposi¢do de
restrigdo alimentar (Okoshi ef al., 2001; Okoshi et al., 2002; Klebanov et al., 2002), ou
utilizacdo de dietas com caseina em quantidades restritas (Ferreira et al., 2003), ou ainda
restricao calorico-protéica (Gut et al., 2003). No presente trabalho, a ma nutri¢do intra-uterina
foi induzida através da utilizagdo de uma dieta multicarenciada, deficiente em proteinas,
lipideos, minerais e vitaminas, denominada de dieta basica regional (DBR). Esta dieta foi
desenvolvida pelo Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Pernambuco
(Teododsio et al., 1990), baseada nos habitos alimentares das popula¢des que vivem na regido
rural de cultivo de cana, na Zona da Mata do Estado de Pernambuco. Este modelo de ma
nutricdo intra-uterina tem se mostrado util no conhecimento de varios aspectos, programados
durante o desenvolvimento fetal, relacionados ao aparecimento de doencas na vida adulta
(Monteiro ef al., 2001; Paixao et al., 2001; Paixao et al., 2003; Paixao et al., 2005; Magalhaes
et al., 2006). Além disso, o estudo de medicamentos que possam melhorar ou retardar o
estabelecimento das patologias anteriormente citadas justifica a realizacdo do presente

trabalho.
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2 OBJETIVOS

2.1 Gerais:
e Avaliar o perfil metabolico e a fungdo renal em ratos machos Wistar, adultos,
submetidos & ma nutrigdo intra-uterina.
* Investigar se uma sobrecarga dietética de glicose, durante 30 dias na vida adulta,
influencia estes parametros.
* Avaliar como o tratamento com fenofibrato (50 mg/kg/dia, via oral, durante estes 30
dias) influencia o perfil metabolico e a fun¢do renal dos animais mantidos com dieta

controle ou dieta rica em glicose durante o tratamento.

2.2 Especificos:

Perfil metabolico
* Homeostase da glicose
* Triglicerideos e colesterol séricos
* Estresse oxidativo renal
Funcio renal
* Hemodinamica renal:
= Fluxo sanguineo renal (FSR)
* Fluxo plasmatico renal (FPR)
* Filtracao glomerular (FG)
* Fragdo de filtragdo (FF)
* Resisténcia vascular renal (RVR)
* Proteindria
Funcio cardiovascular
* Pressdo arterial média (PAM)
* Freqiiéncia cardiaca (FC)
Hematocrito (Htc)

Numero de néfrons
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Protocolo Experimental

Todos os procedimentos experimentais envolvendo os animais descritos neste estudo
foram previamente aprovados pela Comissdo para Etica em Experimentagio Animal da
Universidade Federal de Pernambuco. Foram utilizados ratos machos, da linhagem Wistar,
com 120 + 5 dias de idade, mantidos no Biotério Setorial do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da UFPE, a uma temperatura de 23° + 2°C, ciclo claro-escuro de 12 horas, com

racdo e agua ad libitum.

Os animais controles (C) e malnutridos intra-uterinamente (M) foram obtidos,
respectivamente: a) de fémeas mantidas durante o acasalamento e prenhez com dieta controle
balanceada — ra¢do labina (n = 16); b) de fémeas mantidas durante o mesmo periodo com uma
dieta multicarenciada denominada de dieta basica regional (DBR, n = 16). Apo6s o parto,
permaneceram apenas 8§ filhotes por ninhada e todas as maes foram mantidas com dieta
controle. A prole nascida foi de 105 animais do sexo masculino originados das maes controles
e 86 originados das maes malnutridas. Aos 25 dias de idade, os animais foram desmamados e
colocados em gaiolas coletivas, com um nimero maximo de 4 animais por gaiola, mantidos
com dieta controle. No momento do desmame, havia 103 animais controles e 81 submetidos a
mé nutri¢do intra-uterina. A partir deste contingente, foram utilizados efetivamente para
experimentos 86 animais do grupo Controle e 72 do grupo Malnutrido. Consideradas as
perdas durante o procedimento cirirgico, foram incluidos nos resultados finais 66 ratos
controles e 62 submetidos & ma nutri¢cdo intra-uterina.

Aos 120 + 5 dias de idade, os animais controles ¢ malnutridos foram submetidos,
durante 30 dias, ao tratamento com fenofibrato (50mg/kg/dia, Sigma-Aldrich) ou veiculo
(tween 80 a 2%), via oral por gavagem, e mantidos com dieta controle ou dieta rica em
glicose, constituindo os oito grupos de estudo: Controle-Veiculo (CV, n = 17), Controle-
Fenofibrato (CF, n = 16), Controle-Veiculo-Glicose (CVG, n = 16), Controle-Fenofibrato-
Glicose (CFG, n = 17), Malnutrido-Veiculo (MV, n = 14), Malnutrido-Fenofibrato (MF, n =
17), Malnutrido-Veiculo-Glicose (MVG, n = 15) e Malnutrido-Fenofibrato-Glicose (MFG, n
= 16). Uma parte dos animais de cada grupo foi submetida a avaliagdo do perfil metabdlico
antes e apds o tratamento (teste de tolerancia a glicose oral, glicemia semanal, insulina,

triglicerideos, colesterol) e do estresse oxidativo renal (pos-tratamento). A outra parte foi
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utilizada para avaliagdo da proteindria (antes e apds o tratamento), além da hemodindmica

renal e contagem do niumero de néfrons (pos-tratamento).

3.2 Dieta controle

O conteudo dos principais nutrientes da dieta controle (labina) foi especificado pelo

fabricante (Purina, Agribands do Brasil, Paulinia, SP, Brasil) e esta exposto na Tabela 1.

3.3 Dieta multicarenciada

Também denominada dieta basica regional (DBR) (Teodosio et al., 1990), a dieta
multicarenciada foi preparada com os seguintes ingredientes (g/g%): 18,34 feijdo, 64,81
farinha de mandioca, 3,74 carne curada e 12,76 batata doce. Estes ingredientes foram cozidos,
desidratados a 60°C e pulverizados. Todos os componentes foram misturados com agua e a
gordura da carne (0,35 g/g%) foi adicionada. Em seguida, os pellets formados a partir desta
mistura foram desidratados a 60°C por 24h. A andlise da composicdo nutricional da dieta
DBR foi determinada pelo Laboratorio de Experimentacdo e Analise de Alimentos (LEAAL),
Departamento de Nutricdo /UFPE, Recife (Tabela 1).

3.4 Dieta rica em glicose

Esta dieta foi preparada a partir de 67% de glicose mais 33% de dieta controle,
obtendo uma dieta isocalorica (Chvojkova et al., 2001). Para formagdo de pellets, a dieta
controle pulverizada foi misturada a glicose, hidratada e, na seqiiéncia, desidratada a

60°C/24h.

3.5 Ingesta dietética

O consumo diario de ragdo, corrigido por 100g de peso corpéreo do animal, foi
mensurado em gaiola coletiva durante os 30 dias de tratamento com veiculo ou fenofibrato.
Posteriormente, o resultado obtido em gaiola coletiva foi confirmado com uma mensuragao

realizada em gaiola metabolica individual apos o tratamento.
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3.6 Coleta e processamento do sangue

O animal foi anestesiado por inalacdo com éter e o sangue foi coletado através do
plexo orbital. Em seguida, o sangue foi centrifugado (5.000 rpm/10 min) e o soro utilizado

para dosagem de glicose, insulina, triglicerideos e colesterol total.
3.7 Teste de tolerancia a glicose oral (TTGO)

O animal foi submetido a uma coleta de sangue para dosagem de glicose e insulina
basais, apos um jejum de 12 horas. Em seguida, foi administrada uma sobrecarga oral de
glicose (1,5g/kg) e realizadas coletas sangiiineas as 1, 2 e 4 horas posteriores a sobrecarga.
Foi dosada a glicose das coletas de 1, 2 e 4 horas, enquanto a insulina foi mensurada nas
coletas de 1 e 4 horas. Este procedimento foi realizado antes (120 + 5 dias de idade) e apds
(150 + 5 dias de idade) o tratamento com fenofibrato ou veiculo. Também foram realizadas

coletas sangiiineas semanais, durante o tratamento, para a dosagem de glicose de jejum.
3.8 Dosagem de glicose

A glicose sérica foi mensurada através de método enzimatico (glicose-oxidase, kit

GLICOSE PAP Liquiform, Labtest®).
3.9 Dosagem de insulina

A insulina sérica foi dosada através de quimioluminescéncia (kit Access®

Ultrasensitive Insulin, Beckman Coulter ™).
3.10 Area sob a curva de glicose

Com os valores de concentracdo de glicose sérica obtidos durante o TTGO, foi
calculada a area localizada sob a curva de glicose para cada grupo experimental (software

Graphpad Prism®, versao 4,02).
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3.11 Area sob a curva de insulina

Com os valores de concentragdo de insulina sérica obtidos durante o TTGO, foi
calculada a area sob a curva de insulina para cada grupo experimental (software Graphpad

Prism®, versao 4,02).
3.12 Area sob a curva de glicose de jejum semanal

A partir dos valores basais de glicose mensurados semanalmente, durante os 30 dias de
tratamento com veiculo ou fenofibrato, foi calculada a area sob a curva de glicose de jejum

semanal para cada grupo experimental (software Graphpad Prism®, versdo 4,02).
3.13 Dosagem de triglicerideos e colesterol total

Os triglicerideos e o colesterol total séricos foram dosados através de métodos
enzimaticos (TRIGLICERIDES Liquiform e COLESTEROL Liquiform, Labtest®) a partir da

mesma amostra basal coletada antes do TTGO pré e pds-tratamento.
3.14 Estresse oxidativo renal

Foi analisado ap6s o TTGO pos-tratamento com fenofibrato ou veiculo (animais com
150 + 5 dias de idade), através da mensuracdo do nivel de substincias reativas ao acido
tiobarbitarico (TBARS) presentes no tecido renal. O animal foi anestesiado por inalagdo com
éter e o rim direito foi retirado e macerado em KCl, 1,15%, numa propor¢ao de 10 mL:1g, em
banho de gelo, até completa homogeneizacdo do material coletado. O homogenato foi
transferido para um tubo de ensaio, ao qual foi adicionado 1 mL do reagente, 0,375% acido
tiobarbitarico (Sigma) e 15% &cido tricloroacético (Vetec Quimica Fina Ltda., Rio de Janeiro,
Brasil), para cada 0,5 mL do homogenato. Os tubos em duplicata foram lacrados e aquecidos
em banho-maria (100°C) durante 15 minutos. Apds o resfriamento, a amostra foi centrifugada
e a leitura da absorbancia do sobrenadante foi realizada espectrofotometricamente
(Spectrophotometer UV-VIS RS 0223, Labomed, Culver City, CA, USA) em um
comprimento de onda de 535 nm (Buege e Aust, 1978).
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3.15 Balanco hidrico e proteinuria

Antes e apoOs o tratamento com fenofibrato ou veiculo, os animais destinados para
avaliagdo da hemodinamica renal foram colocados individualmente em gaiolas metabdlicas
(Tecniplast Gazzada Sarl, Buguggiate, Italia), com agua e racdo ad libitum, para coleta de
urina durante 24 h e avaliagdo das ingestas dietética e hidrica. Foi mensurado o fluxo urinério
em gaiola metabolica (FUyn) durante 24 horas (corrigido por 100g de peso corpoéreo do
animal). As ingestas dietética e hidrica também foram corrigidas por 100g de peso corporeo
do animal. A dosagem de proteina na urina foi mensurada por precipitagdo com acido
sulfossalicilico 3% (Bradley et al., 1979). A turbidez foi determinada pela leitura da

absorbancia em espectrofotometro (600 nm).

3.16 Hemodinamica renal

A hemodinamica renal foi realizada de acordo com trabalhos prévios do Laboratério
(Paixdo et al., 2001; Magalhaes et al., 2006). Apos 30 dias de tratamento com fenofibrato ou
veiculo e 48 h depois de retirado da gaiola metabolica, o animal (150 + 5 dias de idade) foi
anestesiado com pentobarbital s6dico (60mg/kg, ip) e colocado em mesa cirirgica aquecida,
de forma a manter a temperatura corporea entre 36,5° ¢ 37,0° C, medida por um termoémetro
digital inserido no reto do animal. Foi realizada traqueostomia utilizando catéter de polietileno
(PE 240), seguida de cateteriza¢do da artéria femoral esquerda com canula de polietileno (PE
50). Através desta artéria, a pressdo arterial média (PAM) foi monitorizada e amostras de
sangue de aproximadamente 60 UL foram coletadas em capilares heparinizados, ao longo do
experimento. A pressdo arterial média inicial (PAM,) foi medida imediatamente apos a
cateterizagdo da artéria femoral, procedimento que foi seguido pela coleta de uma amostra de

sangue para avaliagdo do hematdcrito (Hte ) pré-cirtrgico (Ichikawa ef al., 1978). As medidas

de PAM foram realizadas através de um transdutor (modelo Abbot, compativel com
Fluxometro Transonic System) conectado a um computador IBM.

As veias jugulares direita e esquerda foram cateterizadas com canulas de polietileno
(PE 50). Através da veia jugular direita, foi infundida inulina 10% (diluida em salina 0,9%) na
velocidade de 1,2 mL/h com uma bomba de infusdo continua (Harvard — Apparatus, 11 Plus,
USA). Na veia jugular esquerda, através de bomba de infusdo continua (Modelo 901, Havard
Co., South Natick, Mass., USA), foi infundido soro homélogo de rato na velocidade de 6
mL/kg/h nos 75 minutos iniciais, seguida por infusdo na velocidade de 1,5 mL/kg/h durante o
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restante do experimento. A reposi¢do inicial visou restabelecer o volume plasmatico perdido
durante a cirurgia, cerca de 20% (Maddox et al., 1977). O controle e ajuste da volemia foram
realizados por medidas periddicas do hematocrito.

Depois de cateterizadas as jugulares, foram procedidas laparotomia e incisdo
transversal abdominal a esquerda para localizagdo do rim homolateral. O ureter deste rim foi
isolado e cateterizado com canula de polietileno (PE 10) para coletas de amostras de urina em
tubos graduados contendo 6leo mineral. Em seguida, a artéria renal do mesmo rim foi
cuidadosamente dissecada para posicionamento de um “flow probe” (1.0 V Transonic
Systems Inc.) para medida do fluxo sangiiineo renal (FSR). Concluido o posicionamento do
“flow probe”, um tempo de equilibrio de 1h foi aguardado para estabilizacdo do animal. Apods
este periodo, foi iniciada a avaliacdo da hemodindmica renal.

A coleta de urina foi realizada durante dois periodos de 20 minutos. Amostras de
sangue foram coletadas em capilares heparinizados no inicio e fim de cada coleta de urina. Os
capilares foram centrifugados durante 4 minutos (Centribio, modelo H-240) para medir o
hematdcrito e usar o plasma para determinar a concentracdo de inulina. Os valores de PAM,
freqiiéncia cardiaca (FC) e FSR foram continuamente registrados através do software de
aquisi¢do (WINDAQ) durante os periodos de coleta de urina. As medidas de PAM foram
realizadas através de um transdutor (Transpac, Abbott Lab., North Chicago, Illinois, USA),
conectado a um fluxdmetro (Modelo 106XM, Transonic System Inc.), o qual dispde de canais
para medida de PAM e de FSR simultaneamente, que por sua vez foi conectado a um
computador padrdo PC-IBM. Os registros realizados no WINDAQ foram analisados por
médias através de um programa de reproducdo do Calc Package in Windaq e transformados
em planilha de EXCEL, de forma que todos parametros avaliados foram representados pela
média de duas medidas de 20 minutos.

A filtragdo glomerular (FG) foi avaliada pelo clearance de inulina e o FSR através do
"flow probe" conectado ao fluxometro. A concentracdo de inulina no plasma e urina foi
medida pelo método da antrona (Fuhr ef al., 1955). Os demais parametros de hemodindmica
foram calculados. O fluxo plasmatico renal (FPR) foi calculado a partir da relagcdo: FPR =
FSR x (1-Htc). A fracdo de filtracdo (FF) foi determinada através da relacio FG/FPR, e a
resisténcia vascular renal (RVR) a partir da seguinte relagdo: PAM/FSR. Estes dados foram
corrigidos pelo peso (grama) do rim correspondente.

Quando terminada a hemodindmica, foi feita ligadura da artéria renal esquerda e o rim
correspondente retirado, acondicionado em solugdo tampdo fosfato e congelado a -20°C para

posterior contagem do numero de néfrons.
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3.17 Contagem de néfrons

Os rins foram picados e imersos em 4 mL de 4cido cloridrico a 50%, durante 2 horas.
Em seguida, foram macerados, homogeneizados e suspensos em dgua destilada até o volume
de 10 mL. Trés aliquotas de 30 pL foram utilizadas para contagem de glomérulos em

microscopio Optico (Larsson et al., 1980).

3.18 Analise Estatistica

Os testes foram realizados através de um software de analise estatistica (Statmost 2.5,
Datamost Co., Salt Lake City, USA). Foi utilizada analise de varidncia (ANOVA), seguida do
teste Student-Newman-Keuls, para realizar compara¢des multiplas. Também foram usados os
testes “s”” de Student pareado para comparac¢ao de dados num mesmo grupo e o “#” de Student
ndo pareado para dados entre dois grupos. Os resultados foram expressos como média + erro

padrdo médio (EPM). As diferengas foram consideradas significantes para niveis de p < 0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Parametros gerais das maes controles e malnutridas

As maes submetidas a dieta multicarencida, durante o acasalamento e prenhez,
apresentaram uma menor ingesta dietética (24%, p < 0,01) e um menor ganho de peso (31%,
p < 0,01) quando comparadas as maes mantidas com dieta controle durante o mesmo periodo.

Contudo, a capacidade reprodutiva foi a mesma nos dois grupos (Tabela 2).

4.2 Peso corporeo da prole

Ao nascimento, o peso corpdreo do grupo Malnutrido (M) foi 20% menor (p < 0,01)
do que aquele observado no grupo Controle (C). No desmame e aos 120 dias de idade, o
grupo M ainda apresentava peso corpdreo mais baixo do que o grupo C (9% e 8%,
respectivamente, p < 0,01) (Tabela 3). Contudo, aos 120 dias, houve diferenga de peso entre
os quatro grupos controles, considerados separadamente, e entre 0s quatro grupos
malnutridos, também separadamente. O peso corpdreo dos animais CF, CVG e CFG foi
menor (10%, p < 0,05; 12% e 11%, p < 0,01, respectivamente) do que o apresentado pelos
animais CV. O grupo MVG apresentou maior peso corporeo (13%, p < 0,05 e 16%, p <0,01)
quando comparado aos grupos MF e MFG, respectivamente. Apos 30 dias de tratamento com
veiculo ou fenofibrato (150 dias de idade), os grupos CV, CF, MV e MF apresentaram valores
de peso corporeo 3%, 4%, 6% e 3% maiores (p < 0,05), respectivamente, do que seus
relativos valores antes do tratamento. Os grupos CVG, CFG e MVG apresentaram peso
corpéreo 5% menor (p < 0,05) do que seus respectivos valores antes do tratamento. O grupo
MFG ndo apresentou alteracdo de peso corpdreo apos o tratamento (Tabela 4). Os grupos
mantidos com dieta glicose (CVG, CFG, MVGQG) apresentaram perda de peso corpdreo
significativa (p < 0,01), quando comparados ao ganho de peso corporeo exibido pelos seus
respectivos grupos mantidos com dieta controle (CV, CF, MV). Embora nao tenha ocorrido
perda de peso corporeo no grupo MFG, houve significativo (p < 0,01) ganho de peso
apresentado pelo grupo MF comparado ao MFG. Além disso, os grupos CFG e MVG
apresentaram perda de peso significativa (p < 0,01) em comparagdo ao grupo MFG (Tabela

3).
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4.3 Consumo de racao durante o tratamento

O consumo de ragdo foi 6% maior (p < 0,01) no grupo MV e 15% maior (p <0,01) em
MFG quando comparados aos grupos CV e CFG, respectivamente. O grupo CFG apresentou
consumo de ragdo 13% (p< 0,01) e 10% (p < 0,05) menor do que os grupos CF e CVG,

respectivamente (Tabela 6).

4.4 Ingesta hidrica e fluxo urinario mensurados em gaiola metabdlica

Ap0s o tratamento, o grupo CF exibiu ingesta hidrica 30% maior (p < 0,01) do que o
grupo CV, enquanto o grupo MFG apresentou-se 25% maior (p < 0,01) do que CFG e MVG.
A ingesta hidrica foi menor (p < 0,01) nos grupos CVG (20%), CFG (38%), MVG (20%) e
MFG (17%) do que nos seus respectivos grupos mantidos com dieta controle. O fluxo
urinario mensurado em gaiola metabolica (FU,m) apds os 30 dias de tratamento apresentou-se
maior nos grupos CF (82%, p <0,01), MF (43%, p <0,01) e CFG (73%, p < 0,05) do que nos
seus respectivos grupos tratados com veiculo. O FU,p, foi menor nos grupos CVG (35%, p <
0,01), CFG (39%, p < 0,05) e MFG (26%, p < 0,05) do que nos seus respectivos grupos

mantidos com dieta controle (Tabela 7).

4.5 Homeostase da glicose

Os dados sobre homeostase da glicose estdo presentes nas Tabelas 8, 9 e 10.

4.5.1 Glicemia de jejum

Antes do tratamento com veiculo ou fenofibrato, houve diferenga na glicemia de jejum
entre os grupos controles e entre os grupos malnutridos. O grupo CFG apresentou menor
glicemia de jejum (12%, p < 0,05; 31%, p < 0,01; 12%, p < 0,05) do que os grupos CV, CF e
CVQG, respectivamente. Além disso, os animais CF apresentaram glicemia de jejum 21%
maior (p < 0,01) do que os animais CV e CVG. Entre os grupos malnutridos, esse pardmetro
foi menor no grupo MFG (35%, 33%, p < 0,01; 28%, p < 0,05) do que em MV, MF e MVG,
respectivamente. Contudo, considerando, no pré-tratamento, todos os animais controles num
unico grupo (C) e todos os animais malnutridos em outro grupo (M), ndo houve diferenga na

glicemia de jejum entre os grupos Ce M. Apo6s o tratamento, o grupo MV apresentou
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glicemia de jejum 20% maior (p < 0,05) do que o CV, enquanto que o grupo MF foi 28%
menor (p < 0,01) comparado ao CF. A glicemia de jejum pds-tratamento foi 50% maior (p <
0,01) no grupo CF em comparagdo ao CV, e 30% menor (p < 0,01) no grupo CFG em
comparagdo ao CF. Os valores pos-tratamento dos grupos CV, CF e MF foram
significativamente menores do que seus relativos valores pré-tratamento (23%, 9% e 26%,

respectivamente, p < 0,01).

4.5.2 Valores de insulina de jejum

Nao houve diferenca significativa nos valores basais de insulina entre os quatro grupos
controles e entre os quatro grupos malnutridos antes do tratamento. Além disso, considerando,
no pré-tratamento, todos os animais controles num unico grupo (C) e todos os animais
malnutridos em outro grupo (M), também ndo houve diferenca nos valores de insulina de
jejum entre C e M. Apds o tratamento, apenas o grupo MVG apresentou-se 64% menor (p <
0,05) do que MV. A insulina de jejum pos-tratamento aumentou 178% (p < 0,05) em MV

comparada ao valor pré-tratamento.

4.5.3 Area sob a curva de glicose (ASCy)

Antes do tratamento, o valor da ASC, foi 13% (p < 0,01) e 9% (p < 0,05) maior em CF
e CVQG, respectivamente, do que no grupo CV, e 16% e 13% menor (p < 0,01) em CFG
comparado aos grupos CF e CVG, respectivamente. O grupo MFG apresentou-se 22%, 17% e
25% menor (p < 0,01) do que MV, MF e MVG, respectivamente, sendo que MVG foi 10%
maior (p < 0,05) que MF. No pré-tratamento, considerando todos os animais controles e todos
os malnutridos em conjunto, a ASC, do grupo M foi 7% maior (p < 0,05) do que a do grupo
C. Apos o tratamento, a ASC, foi 23% (p < 0,01) e 10% (p < 0,05) maior em MV e MVQG,
respectivamente, e 5% menor (p < 0,05) em MFG do que nos seus relativos grupos controles.
Os valores da ASC, de CF e CFG foram 30% e 23%, respectivamente, maiores (p< 0,01) do
que os apresentados pelos grupos CV e CVG, sendo que CVG foi 11% maior (p < 0,05) do
que CV. Os resultados pods-tratamento dos grupos CFG e MFG foram significativamente

maiores do que seus relativos resultados pré-tratamento (36% e 33%, respectivamente, p <

0,01).
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4.5.4 Area sob a curva de insulina (ASC))

O resultado da ASC; apresentado pelo grupo MFG, antes do tratamento, mostrou-se
2,8 (p < 0,05), 5,1 (p <0,01) e 3,2 (p < 0,05) vezes maior, respectivamente, comparado
aqueles apresentados pelos grupos MV, MF e MVG, enquanto o grupo CVG apresentou-se 3
vezes maior (p < 0,05) do que CF. Nao houve diferenga entre os grupos C e M. Apds 30 dias
de tratamento com veiculo ou fenofibrato, os animais MVG apresentaram ASC; 39% menor
(p < 0,05) do que os animais MV e o grupo MFG mostrou-se 66% menor (p < 0,05) quando

comparado ao seu resultado antes do tratamento.

4.5.5 Area sob a curva de glicose de jejum semanal (ASCygjs)

O valor de ASC,js foi menor (p < 0,01) nos grupos MV (21%) e MF (34%) do que em CV
e CF, respectivamente. O grupo CF apresentou ASCygyjs 18% maior (p < 0,01) que o grupo CV,
enquanto que o valor foi menor nos grupos CFG (21%) e MFG (16%) do que nos grupos
CVG e MVQG, respectivamente. Os grupos CVG e CFG exibiram menor (p < 0,01) ASCygjs
(11%, 41%, respectivamente) do que seus relativos grupos mantidos com dieta controle

durante o tratamento, enquanto que o valor foi 13% maior (p < 0,01) em MVG do que em

MV.

4.6 Triglicerideos

No pré-tratamento, o grupo MFG exibiu valor de triglicerideos 41% maior (p < 0,01)
do que o apresentado pelo MVG. Todos os outros grupos malnutridos, entre si, e controles,
entre si, tiveram os mesmos valores de triglicerideos. O mesmo ocorreu entre todos os
animais controles comparados a todos os malnutridos. Apds o tratamento, o grupo MF
apresentou-se 30% menor (p < 0,01) do que CF, enquanto que MFG foi 17% maior (p < 0,01)
do que CFG. O valor de triglicerideos também foi maior em CFG (64%,) ¢ MFG (119%,)
quando comparados aos grupos CVG e MVG, respectivamente, (p < 0,01). Os grupos
mantidos com glicose (CVG, CFG, MVG, MFQG) apresentaram aumento de triglicerideos
(18%, p < 0,05; 66%, p < 0,01; 35%, p < 0,05; 178%, p < 0,01, respectivamente) comparados
aos seus relativos grupos mantidos com dieta controle. Além disso, apds o tratamento, os

grupos CV, CF, CVG, CFG, MVG, MFG tiveram aumento de triglicerideos (35%, 23%, p <
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0,05; 48%, 154%, p < 0,01; 62%, p < 0,05; 152%, p < 0,01) em comparagdo aos valores

observados antes do tratamento (Tabela 11).

4.7 Colesterol total

O nivel de colesterol total do grupo CVG, antes do tratamento, foi 36% e 22% menor
(p < 0,01) do que o observado nos grupos CV e CF, respectivamente. O grupo MVG
apresentou-se 18% menor (p < 0,05) do que MF, sendo que no grupo MFG, o colesterol foi
30% mais elevado (p < 0,01) que no MVG. Nao houve diferenca entre todos os animais
controles comparados a todos os malnutridos. Apds o tratamento, o valor do colesterol foi
34% menor (p < 0,01) em MV quando comparado ao grupo CV, e 35% (p <0,01), 12% (p <
0,05) e 23% (p < 0,01) menor em CF, CFG e MFG, respectivamente, do que em seus relativos
grupos tratados com veiculo. O grupo CVG apresentou diminuicao (25%, p < 0,01), enquanto
o grupo MVG apresentou aumento (26%, p < 0,05) de colesterol em comparacdo aos seus
relativos grupos mantidos com dieta controle. Além do mais, ap6s o tratamento, CVG e MVG
apresentaram valores maiores de colesterol (36% e 54%, respectivamente, p < 0,01) em

comparacao aos seus valores observados antes do tratamento (Tabela 11).

4.8 Estresse oxidativo renal

Apds o tratamento com veiculo ou fenofibrato, o grupo MF apresentou estresse
oxidativo renal 25% e 50% mais baixo (p < 0,01) do que o observado nos grupos CF e MV,
respectivamente. No grupo MVG, o valor foi 22% menor do que no CVG. O estresse
oxidativo renal também foi 27% e 21% menor (p < 0,01) em MFG quando comparado com os
grupos CFG e MVG, respectivamente. Contudo, os grupos CVG, CFG, MVG e¢ MFG
apresentaram maior estresse oxidativo renal (131%, 129%, 42% e 122%, respectivamente, p <

0,01) do que seus relativos grupos mantidos com dieta controle (Tabela 12).

4.9 Proteinuria

Antes do tratamento, os quatro grupos controles, entre si, € os quatro grupos
malnutridos, entre si, ndo mostraram diferengas estatisticamente significantes para os valores
de proteinuria. Também nao houve diferenca entre todos os animais controles comparados a

todos os malnutridos. Apos o tratamento, a proteintria apresentou-se 32% menor no grupo
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MYV do que no CV, e 46% maior no grupo MVG do que no CVG (p < 0,01). Os grupos CF,
MF, CFG e MFG apresentaram valores aumentados (29%, 64%, 165%, p < 0,01; 53%, p <
0,05, respectivamente) quando comparados com seus relativos grupos tratados com veiculo.
Todos os grupos mantidos com glicose, CVG, CFG, MVG e MFG, exibiram menor
proteinuria (80%, 60%, 58%, 61%, respectivamente, p < 0,01) do que seus relativos grupos
mantidos com dieta controle. Depois do tratamento, os grupos CV, CF e MF apresentaram
aumento (23%, 84%, 38%, respectivamente, p < 0,01), enquanto que os grupos CVG, MVG e
MFG apresentaram diminuicdo (77%, 62%, p < 0,01; 46%, p < 0,05) da proteiniria em

comparagdo aos seus valores pré-tratamento (Tabela 13).

4.10 Peso renal

Os dados referentes ao peso renal e a razdo peso renal / peso corpéreo (PR/PC) estdo
listados na Tabela 14. Apesar dos grupos CV e MV apresentarem pesos renais semelhantes
(1,37g + 0,05 e 1,33g + 0,03, respectivamente), houve uma tendéncia a uma menor relagdo
PR/PC (6%, p = 0,054) no grupo MV. Os grupos CF e CFG apresentaram peso renal 12% (p
< 0,05) e 14% (p < 0,01) maior do que os grupos CV e CVQG, respectivamente. Contudo, a
relacdo PR/PC s6 estava elevada entre CFG e CVG (10%, p < 0,01). Embora o grupo MFG
tenha apresentado menor peso renal (12%, p < 0,01) do que CFG, a relacio PR/PC foi a
mesma entre eles. Os grupos CVG, CFG, MVG e MFG apresentaram peso renal menor (16%,
15%, 16% e 17%, respectivamente, p < 0,01) quando comparados aos seus relativos grupos
mantidos com dieta controle. Porém, a relacdo PR/PC apresentou-se diminuida apenas entre

CVG e CV (12%, p < 0,01).

4.11 Numero de néfrons

O grupo Malnutrido apresentou nimero de néfrons 35% menor (p < 0,01) do que o

grupo Controle (Tabela 15).
4.12 Dados gerais de funcio cardiovascular e hemodinimica renal
Os dados referentes aos parametros acima estdo presentes nas Tabelas 16 e 17. A

pressdo arterial média inicial (PAM,) foi 9% mais elevada (p < 0,05) no grupo MFG do que
no CFG, enquanto a pressao arterial média de coleta (PAM) foi 7% (p < 0,05) maior em MF
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quando comparado ao grupo MV. Os outros grupos apresentaram niveis pressoricos
semelhantes. A freqiiéncia cardiaca (FC) foi mais elevada (p < 0,01) nos grupos CVG (11%) e
MVG (8%) do que nos grupos CV e MV, respectivamente.

Nao houve diferenca estatisticamente significativa para os valores de hematocrito
inicial (Htc,) e para os valores de hematocrito de coleta (Htc) entre os grupos mantidos com
dieta controle durante o tratamento. O grupo MFG apresentou valores de Htc, e Htc 4,5% (p
< 0,05) mais baixos que MVG. Além disso, CFG, MVG e MFG exibiram menor valor de
Htc, (6% ,p < 0,05; 6% e 10%, p < 0,01, respectivamente) e de Htc (8%, 6% e 10%,
respectivamente, p < 0,01) quando comparados aos seus relativos grupos mantidos com dieta
controle. Os valores do Htc foram semelhantes aos do Htcy em todos os grupos. Isto indica
uma manuten¢do adequada da euvolemia durante avaliagdo da hemodindmica renal.

O grupo MF apresentou diminuicdo da resisténcia vascular renal (RVR; 29%, p <
0,01), acompanhada pelo aumento do fluxo sangiiineo renal (FSR; 39%, p < 0,01), fluxo
plasmatico renal (FPR; 35%, p < 0,01) e filtragdo glomerular (FG; 45%, p < 0,01), e sem
alteracdo da fracao de filtracdo (FF), quando comparado ao grupo CF. Por outro lado, o grupo
MVG demonstrou FSR e FPR elevados (15%, 17%, respectivamente, p < 0,05) e nenhuma
alteracdo na FG, FF ou RVR, em comparacdo ao grupo CVG. A RVR apresentou-se 37%
maior (p < 0,01) no grupo CF, seguida pela diminui¢ao do FSR (24%, p <0,01), FPR (24%, p
< 0,01) e FG (31%, p < 0,05), e sem diferenca da FF, em comparagcdo ao grupo CV. Ao
contrario, os grupos CFG e MVG apresentaram RVR menor (31%, 20%, respectivamente, p <
0,01), FSR (30%, p < 0,05; 28%, p < 0,01, respectivamente) e FPR (38%, 36%,
respectivamente, p < 0,01) mais elevados e a mesma FF que seus relativos grupos mantidos
com dieta controle. Contudo, a FG mostrou-se aumentada (37%, p < 0,05) apenas no grupo
CFG comparado ao CF.

O fluxo urinario mensurado durante a hemodindmica renal (FU) foi maior em MF
(73%, p < 0,01) e MVG (59%, p < 0,05) do que nos grupos CF e CVG, respectivamente.
Além disso, o grupo MF apresentou-se 32% maior (p < 0,01) do que seu respectivo grupo
tratado com veiculo. O FU também foi mais elevado nos grupos CVG (70%, p < 0,05), CFG
(131%, p < 0,01) e MVG (170%, p < 0,01) do que nos seus relativos grupos mantidos com

dieta controle.
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Tabela 1. Composicdo das dietas (g/g%)

Dieta Dieta Dieta Dieta
Controle’ Multicarenciada®> Multicarenciada® Multicarenciada®

Proteina 23 7,76 8,42 7,54
Carboidratos 41 81,48 82,12 84,16
Extrato etéreo 2,5 1,13 1,8 1,83
Suplemento vitaminico Sim Nao Nao Nao
Sédio 0,2 0,149 0,249 0,192
Potassio 0,9 0,166 NM 0,216
Calcio 1,8 0,116 0,122 0,09
Ferro 0,018 0,009 0,0012 0,018
Umidade 13 8 5 4
Kcalorias/100 g 278 367 378 383

! Conforme indicado pelo fabricante (Purina, Agribands do Brasil, Paulinia, SP, Brasil).

? 3 4 Dietas multicarenciadas elaboradas em momentos distintos. Composi¢io determinada pelo
Laboratorio de Experimentacao e Analise de Alimentos (LEAAL), Departamento de Nutricao/UFPE,
Recife. NM = ndo mensurado.
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Tabela 2. Ganho de peso materno, ingesta dietética e capacidade reprodutiva

Ingesta dietética Ganho de peso Tamanho da prole
diéria (g) total (g) (n° de filhotes)
Controle (n = 16) 21+1 118 +6 9+1
Malnutrido (n = 16) 16 +1* 81 + 5% 10+1

Grupo Controle e grupo Malnutrido formados por fémeas mantidas, durante
acasalamento e prenhez, com dieta controle e dieta multicarenciada, respectivamente.
Ingesta dietética diaria e ganho de peso total avaliados durante a prenhez. Valores
expressos como média + E.P.M. * vs. Grupo Controle, p < 0,01 (Teste “#” de Student
ndo pareado).

Tabela 3. Peso corporeo da prole

Peso (g) Peso (g) Peso (g)
nascimento desmame 120 dias
25 dias
Controle 5,84+ 0,1 (n=105) 71+ 1 (n=103) 387 +4 (n=86)
Malnutrido 46+0,1(n=286)" 65+1(n=81)" 354+5Mn=72)"*

Peso corporeo da prole em grama (g). Grupo Controle e grupo Malnutrido mantidos,
durante a vida pré-natal, com dieta controle e dieta multicarenciada, respectivamente.
Valores expressos como média = E.P.M. * vs. Grupo Controle, p < 0,01 (Teste “#” de
Student ndo pareado).
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Tabela 4. Peso corporeo da prole aos 120 e 150 dias de idade, com grupos separados

Peso (g) Peso (g)

120 dias de idade 150 dias de idade

(Pré-tratamento) (Po6s-tratamento)
Grupos Controles
CV(n=6) 423 + 10 436 + 11*
CF (n =6) 381 + 10" 397 + 10*
CVG (n=7) 373+ 11° 354 + 12%
CFG (n=9) 377+ 5" 358 + 6%
Grupos Malnutridos
MV (n =6) 321+ 16 339+ 16*
MF (n=7) 313 +13 324 + 14*
MVG (n=7) 358 +10° 341 + 8*
MFG (n = 8) 300 + 5" 300 + 12

Grupos Controle-Veiculo (CV), Controle-Fenofibrato (CF), Malnutrido-Veiculo (MV), Malnutrido-
Fenofibrato (MF), Controle-Veiculo-Glicose (CVG), Controle-Fenofibrato-Glicose (CFG),
Malnutrido-Veiculo-Glicose (MVG) e Malnutrido-Fenofibrato-Glicose (MFG). Peso corporeo em
grama (g). Grupos controles e malnutridos pré-natalmente, considerados separadamente, antes (120
dias de idade) e apos (150 dias de idade) o tratamento com veiculo (tween 80) ou fenofibrato (50
mg/kg/dia, via oral). Valores expressos como média + E.P.M. " vs. Controle-Veiculo; ° vs.
Malnutrido-Fenofibrato; ™ vs. Malnutrido-Veiculo-Glicose; " vs. Pré-tratamento; p < 0,05 (Testes
“¢” de Student pareado e ndo pareado).



Tabela 5. Mudancas no peso corporeo apos tratamento com veiculo ou fenofibrato
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Variacao de peso corpdreo (g)
entre 120 e 150 dias de idade

Controle-Veiculo (n = 6) 13+5
Controle-Fenofibrato (n = 6) 16 +4
Malnutrido-Veiculo (n = 6) 18 +4
Malnutrido-Fenofibrato (n = 7) 11+3
Controle-Veiculo-Glicose (n = 7) -19+3°
Controle-Fenofibrato-Glicose (n = 9) -19 + 3¢
Malnutrido-Veiculo-Glicose (n = 7) 17 + 4¢
Malnutrido-Fenofibrato-Glicose (n = 8) -0,3 +2°8"h

Ganho (valores positivos) ou perda (valores negativos) de peso (em grama) apos 30 dias de
tratamento com veiculo ou fenofibrato (50 mg/kg/dia, via oral). Valores expressos como média
+ E.P.M. ® vs. Controle-Veiculo; ¢ vs. Controle-Fenofibrato; * vs. Malnutrido-Veiculo; © vs.
Malnutrido-Fenofibrato;  vs. Controle-Fenofibrato-Glicose; " vs. Malnutrido-Veiculo-Glicose;
p < 0,01 (Teste Student-Newman-Keuls).



Tabela 6. Consumo diario de racio durante o tratamento com veiculo ou fenofibrato
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Ingesta dietética

(g/100g)
Controle-Veiculo (n = 6) 6,3+0,1
Controle-Fenofibrato (n = 6) 6,1 £0,2
Malnutrido-Veiculo (n = 6) 6,7 +0,1"
Malnutrido-Fenofibrato (n = 7) 6,4+0,2
Controle-Veiculo-Glicose (n = 7) 5,9+0,2
Controle-Fenofibrato-Glicose (n = 9) 53+02¢
Malnutrido-Veiculo-Glicose (n = 7) 6,3£0,3
Malnutrido-Fenofibrato-Glicose (n = 8) 6,1 + 0,28

Ingesta diaria de racdo, corrigida por 100g de peso corpdéreo do animal, durante 30 dias de
tratamento com veiculo ou fenofibrato (50 mg/kg/dia, via oral). Valores expressos como
média + E.P.M. ® vs. Controle-Veiculo; ¢ vs. Controle-Fenofibrato;  vs. Controle-Veiculo-
Glicose; ® vs. Controle-Fenofibrato-Glicose; p < 0,05 (Teste Student-Newman-Keuls).
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Tabela 7. Ingesta hidrica e fluxo urinario mensurados em gaiola metabdlica apos
tratamento com veiculo ou fenofibrato

Ingesta hidrica FUgm
(mL/100g) (mL/24h/100g)
CV (n=11) 10+0,5 3,440,1
CF (n =10) 13+ 1,0 6,2+ 1,0
MYV (n = 8) 10+1,1 3,7+0,3
MF (n = 10) 12+0,8 53+0,6"
CVG (n=7) 8+0,6" 2,2+0,3
CFG (n=38) 8+0,8° 3,8+ 0,8
MVG (n = 8) 8 +0,6° 3,0+0,6
MFG (n="7) 10 +0,9°" 3,9+0,5°

Grupos Controle-Veiculo (CV), Controle-Fenofibrato (CF), Malnutrido-Veiculo (MV), Malnutrido-
Fenofibrato (MF), Controle-Veiculo-Glicose (CVG), Controle-Fenofibrato-Glicose (CFG), Malnutrido-
Veiculo-Glicose (MVG) e Malnutrido-Fenofibrato-Glicose (MFG). FU,y (fluxo urindrio em gaiola
metabolica). Ingesta hidrica e fluxo urinario diarios, medidos em gaiola metabdlica individual e
corrigidos por 100g de peso corpoéreo do animal, apds 30 dias de tratamento com veiculo ou fenofibrato
(50 mg/kg/dia, via oral). Valores expressos como média + E.P.M.  vs. Controle-Veiculo; © vs.
Controle-Fenofibrato; * vs. Malnutrido-Veiculo; ¢ vs. Malnutrido-Fenofibrato; ' vs. Controle-Veiculo-
Glicose; £ vs. Controle-Fenofibrato-Glicose; " vs. Malnutrido-Veiculo-Glicose; p < 0,05 (Teste Student-
Newman-Keuls).
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Tabela 8. Valores basais de glicose e insulina pré e pos-tratamento com veiculo ou

fenofibrato

Glicose Insulina

Jejum jejum
(mg/dL) (nU/mL)
Pré-tratamento Pré-tratamento
C (n =28) 90 + 3 0,32 + 0,05
M (n =28) 89 +4 0,26 + 0,03
Pré e pos-tratamento Pré e pos-tratamento

CV (n=6) 88+3/68+7 0,27 + 0,08 /0,57 + 0,39
CF (n=6) 112+ 5" /102 + 3™ 0,23 + 0,04 /0,26 + 0,08
MYV (n = 6) 102+9/82 +4" 0,14 + 0,04 /0,39 + 0,12
MF (n=7) 99 +7/73 + 6% 0,24 + 0,05 /0,30 + 0,11
CVG (n=7) 88 +2°/79+5 0,47 + 0,13 /0,13 + 0,03
CFG (n=9) 77+ 3" /71 + 6° 0,30 + 0,08 /0,17 + 0,04
MVG (n=7) 92+7/84+9 0,35+ 0,09 /0,14 + 0,03
MFG (n =8) 66 +4%" /71 +4 0,27 + 0,05/ 0,16 + 0,06

Grupos Controle (C, todos os animais controles antes do tratamento), Malnutrido (M, todos os
animais malnutridos antes do tratamento), Controle-Veiculo (CV), Controle-Fenofibrato (CF),
Malnutrido-Veiculo (MV), Malnutrido-Fenofibrato (MF), Controle-Veiculo-Glicose (CVQ),
Controle-Fenofibrato-Glicose (CFG), Malnutrido-Veiculo-Glicose (MVG) e Malnutrido-
Fenofibrato-Glicose (MFG). Glicose ¢ insulina de jejum antes (valores pré) e depois (valores pos) do
tratamento por 30 dias com veiculo ou fenofibrato (50 mg/kg/dia, via oral). Valores expressos como
média + E.P.M. ® vs. Controle-Veiculo; ¢ vs. Controle-Fenofibrato; * vs. Malnutrido-Veiculo; © vs.
Malnutrido-Fenofibrato; f vs. Controle-Veiculo-Glicose; " vs. Malnutrido-Veiculo-Glicose; * vs. Pré-
tratamento; p < 0,05 (Testes “t” de Student pareado, ndo pareado ¢ Student-Newman-Keuls).



41

Tabela 9. Areas sob as curvas de glicose e insulina a partir do teste de tolerincia a
glicose oral pré e pos-tratamento com veiculo ou fenofibrato

ASC, ASC;
(mg hdL™) (WU hmL™)
Pré-tratamento Pré-tratamento
C (n=28) 448 + 8 3,0+0,7
M (n =28) 478 +12* 3,8+0,7

Pré e pos-tratamento

Pré e pos-tratamento

CV (n = 6) 433 +7/409 + 20 26+12/13+0,5
CF (n=6) 490 + 13"/ 534 + 25" 09+02/1,9+1,1
MV (n = 6) 514+15/505+ 12" 2,7+0,7/2,3+0,4
MF (n=7) 483 +11 /537 + 20 1,5+0,2/2,4+0,6
CVG (n=7) 471 + 13" /456 + 19" 2,74+0,5°/1,6+0,5
CFG (n=9) 412 + 12"/ 562 + 8" 50+2,0/2,5+0,7
MVG (n=7) 530 + 13°/504 + 12" 2,4+0,7/1,4+0,3
MFG (n = 8) 400 +10%" / 534 + 178 7,7+ 1,7 /2,6 40,9

Grupos Controle (C, todos os animais controles antes do tratamento), Malnutrido (M, todos os
animais malnutridos antes do tratamento), Controle-Veiculo (CV), Controle-Fenofibrato (CF),
Malnutrido-Veiculo (MV), Malnutrido-Fenofibrato (MF), Controle-Veiculo-Glicose (CVQ),
Controle-Fenofibrato-Glicose (CFG), Malnutrido-Veiculo-Glicose (MVG) e Malnutrido-
Fenofibrato-Glicose (MFG). Area sob a curva de glicose (ASCy) e 4rea sob a curva de insulina
(ASC)) antes (valores pré) e depois (valores pos) do tratamento por 30 dias com veiculo ou
fenofibrato (50 mg/kg/dia, via oral). Valores expressos como média + E.P.M. * vs. Grupo Controle, ”
vs. Controle-Veiculo; ¢ vs. Controle-Fenofibrato; * vs. Malnutrido-Veiculo; ¢ vs. Malnutrido-
Fenofibrato; ' vs. Controle-Veiculo-Glicose; & vs. Controle-Fenofibrato-Glicose; " vs. Malnutrido-
Veiculo-Glicose; * vs. Pré-tratamento: p < 0,05 (Testes “t” de Student pareado, ndo pareado e
Student-Newman-Keuls).



Tabela 10. Area sob a curva de glicose de jejum semanal durante o
tratamento com veiculo ou fenofibrato
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ASCgjs (mg h dL™)
Controle-Veiculo (n = 6) 402 + 15
Controle-Fenofibrato (n = 6) 473+ 7"
Malnutrido-Veiculo (n = 6) 318 +17°
Malnutrido-Fenofibrato (n = 7) 310+ 11°
Controle-Veiculo-Glicose (n = 7) 357 +12°
Controle-Fenofibrato-Glicose (n = 9) 281 + 12
Malnutrido-Veiculo-Glicose (n = 7) 359 +7¢
Malnutrido-Fenofibrato-Glicose (n = 8) 302 + 18"

Area sob a curva de glicose de jejum semanal (ASCy,), calculada a partir dos valores basais
de glicose, mensurados semanalmente, durante os 30 dias de tratamento com veiculo ou
fenofibrato (50 mg/kg/dia, via oral). Valores expressos como média + E.P.M. " vs. Controle-
Veiculo; ¢ vs. Controle-Fenofibrato; ¢ vs. Malnutrido-Veiculo; * vs. Controle-Veiculo-
Glicose; " vs. Malnutrido-Veiculo-Glicose; p < 0,01 (Teste Student-Newman-Keuls).



Tabela 11. Perfil lipidico pré e pos-tratamento com veiculo ou fenofibrato

Triglicerideos Colesterol total
Jejum jejum
(mg/dL) (mg/dL)
Pré-tratamento Pré-tratamento
C (n =28) 96 + 6 69 +3
M (n =28) 96 + 4 64 + 3
Pré e pos-tratamento Pré e pos-tratamento
CV (n=6) 88+19/119+ 14" 86+7/100+9
CF (n =6) 113+18/139+ 15 70+3/65+5"
MV (n = 6) 95+7/91+ 14 67+9/66+6"
MF (n=7) 104+ 11/97 + 10° 66+4/57+4
CVG (n=7) 95+ 7/ 141 +4" 55+ 3P/ 75+ 3>
CFG (n=9) 91 +5/231 + 127 67+5/66+4
MVG (n=7) 76+6/123 + 12 54+2°/83+ 6%
MFG (n = 8) 107 + 7"/ 270 + 11" 70 + 4"/ 64 + 4"

Grupos Controle (C, todos os animais controles antes do tratamento), Malnutrido (M, todos os
animais malnutridos antes do tratamento), Controle-Veiculo (CV), Controle-Fenofibrato (CF),
Malnutrido-Veiculo (MV), Malnutrido-Fenofibrato (MF), Controle-Veiculo-Glicose (CVGQG),
Controle-Fenofibrato-Glicose (CFG), Malnutrido-Veiculo-Glicose (MVG) e Malnutrido-
Fenofibrato-Glicose (MFG). Valores basais de triglicerideos e colesterol total antes (valores
pré) e depois (valores pos) do tratamento por 30 dias com veiculo ou fenofibrato (50 mg/kg/dia,
via oral). Valores expressos como média + E.P.M. b vs. Controle-Veiculo; ¢ vs. Controle-
Fenofibrato; * vs. Malnutrido-Veiculo; ¢ vs. Malnutrido-Fenofibrato; ' vs. Controle-Veiculo-
Glicose; & vs. Controle-Fenofibrato-Glicose; ™ vs. Malnutrido-Veiculo-Glicose; * vs. Pré-
tratamento; p < 0,05 (Testes “t” de Student pareado, ndo pareado ¢ Student-Newman-Keuls).



Tabela 12. Estresse oxidativo renal apos tratamento com veiculo ou fenofibrato
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TBARS
(mmol MDA / g peso renal)

Controle-Veiculo (n = 6) 7,6 +14
Controle-Fenofibrato (n = 6) 6,5+0,4
Malnutrido-Veiculo (n = 6) 9,7+1,3
Malnutrido-Fenofibrato (n = 7) 4,9 +0,3%
Controle-Veiculo-Glicose (n = 7) 17,6 + 1,4b
Controle-Fenofibrato-Glicose (n = 9) 14,9 +0,9°
Malnutrido-Veiculo-Glicose (n = 7) 13,8 + 0,3%
Malnutrido-Fenofibrato-Glicose (n = 8) 10,9 + 0,4°¢"

Niveis de substincias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS), expressas como mmol de
malonildialdeido (MDA), presentes no rim apo6s 30 dias de tratamento com veiculo ou
fenofibrato (50 mg/kg/dia, via oral). Valores expressos como média + E.P.M. " vs. Controle-

Veiculo; © vs. Controle-Fenofibrato; ¢ vs. Malnutrido-Veiculo; ¢ vs. Malnutrido-Fenofibrato; '

vs. Controle-Veiculo-Glicose; ¢ vs. Controle-Fenofibrato-Glicose; " vs. Malnutrido-Veiculo-
Glicose; p < 0,01 (Teste Student-Newman-Keuls).



Tabela 13. Proteinuria pré e pos-tratamento com veiculo ou fenofibrato
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Proteinuria
(mg/24 h)

C (n=36)
M (n =33)

Controle-Veiculo (n =11)
Controle-Fenofibrato (n = 10)
Malnutrido-Veiculo (n = 8)
Malnutrido-Fenofibrato (n = 10)

Controle-Veiculo-Glicose (n = 7)
Controle-Fenofibrato-Glicose (n = 8)
Malnutrido-Veiculo-Glicose (n = 8)

Malnutrido-Fenofibrato-Glicose (n = 7)

Pré-tratamento
10,2 +5
10,7 +4

Pré e pos-tratamento
10,7+0,7/13,2+0,5
93+0,4/17,1+1,1”
11,5+0,8/9,0+ 1,1
10,7+ 0,5/14,8 + 1,4%

11,1+1,7/2,6+0,3”
9.9+1,3/69+1,1¢
9,9+0,7/3,8+ 0,4
108+ 1,2/58+ 1,1

Grupos Controle (C, todos os animais controles antes do tratamento), Malnutrido (M, todos os
animais malnutridos antes do tratamento). Avaliagdo da proteintria antes (valores pré) e
depois (valores pos) do tratamento por 30 dias com veiculo ou fenofibrato (50 mg/kg/dia, via
oral). Valores expressos como média + E.P.M. > vs. Controle-Veiculo; ¢ vs. Controle-
Fenofibrato; ¢ vs. Malnutrido-Veiculo; ¢ vs. Malnutrido-Fenofibrato; ' vs. Controle-Veiculo-
Glicose; " vs. Malnutrido-Veiculo-Glicose; * vs. Pré-tratamento; p < 0,05 (Testes “t” de
Student pareado, ndo pareado ¢ Student-Newman-Keuls).



Tabela 14. Peso renal (PR) apos tratamento com veiculo ou fenofibrato
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PR aos 150 dias de

PR / PC aos 150 dias de

idade (g) idade
CV (=9 1,37+ 0,05 0,34 + 0,01
CF(n="7) 1,52 +0,07" 0,35 + 0,01
MV (n="7) 1,33+ 0,03 0,32 + 0,01
MF (n=28) 1,38 + 0,07 0,34 + 0,01
CVG (n=9) 1,14 +0,04" 0,30 + 0,01"
CFG (n=7) 1,30 + 0,05 0,33 +0,01"
MVG (n = 8) 1,13 +0,03¢ 0,31 + 0,01
MFG (n = 8) 1,15 + 0,05 0,33 + 0,01

Grupos Controle-Veiculo (CV), Controle-Fenofibrato (CF), Malnutrido-Veiculo (MV),
Malnutrido-Fenofibrato (MF), Controle-Veiculo-Glicose (CVG), Controle-Fenofibrato-
Glicose (CFG), Malnutrido-Veiculo-Glicose (MVG) e Malnutrido-Fenofibrato-Glicose
(MFG). Peso renal (PR) e relagdo peso renal / peso corporeo (PR/PC) apds 30 dias de
tratamento com veiculo ou fenofibrato (50 mg/kg/dia, via oral). Valores expressos como
média + E.P.M. ® vs. Controle-Veiculo; € vs. Controle-Fenofibrato; ¢ vs. Malnutrido-Veiculo;
¢ vs. Malnutrido-Fenofibrato; ' vs. Controle-Veiculo-Glicose; & vs. Controle-Fenofibrato-
Glicose; p < 0,05 (Teste Student-Newman-Keuls).



Tabela 15. Nimero de néfrons (NN)

NN/ Rim
(idade adulta)
Controle (n = 10) 22.085 + 859
Malnutrido (n = 8) 14.306 + 591*

Numero de néfrons (por rim) apresentado pelos grupos Controle e Malnutrido,
mantidos durante a vida pré-natal com dieta controle e dieta multicarenciada,
respectivamente. Valores expressos como média = E.P.M. * vs. Grupo Controle,
p < 0,01 (Teste “#’ de Student ndo pareado).



Tabela 16. Valores de pressao arterial média e hematocrito pré-cirargicos

PAM, (mmHg) Htcy
Controle-Veiculo (n =9) 134+ 6 0,47 + 0,009
Controle-Fenofibrato (n =7) 130+ 6 0,48 + 0,009
Malnutrido-Veiculo (n =7) 137+ 5 0,48 + 0,004
Malnutrido-Fenofibrato (n = 8) 133+9 0,48 + 0,008
Controle-Veiculo-Glicose (n =9) 139+5 0,46 + 0,005
Controle-Fenofibrato-Glicose (n = 7) 133+5 0,45 +0,014°
Malnutrido-Veiculo-Glicose (n = 8) 139 +4 0,45 + 0,008d
Malnutrido-Fenofibrato-Glicose (n =8 145 + 5% 0,43 + 0,007°"

Pressdao arterial média inicial (PAM,) e hematdcrito inicial (Htcy). Valores pré-
cirurgicos apo6s 30 dias de tratamento com veiculo ou fenofibrato (50 mg/kg/dia, via
oral). Valores expressos como média + E.P.M. ¢ vs. Controle-Fenofibrato; ¢ vs.

Malnutrido-Veiculo; ¢ vs. Malnutrido-Fenofibrato; ® vs. Controle-Fenofibrato-

Glicose; " vs. Malnutrido-Veiculo-Glicose; p < 0,05 (Teste Student-Newman-Keuls).
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Tabela 17. Hemodinamica renal
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CV CF MV MF CVG CFG MVG MFG
(n=9) (n=7) (n=7) (n=38) (n=9) (n=7) (n=238) (n=38)

PAM 122 125 118 126¢ 120 116 123 122

+3 +4 +3 +3 +2 +7 +5 +2

FC 371 377 366 377 414> 393 396 403

+6 +9 +12 +15 +16 +13 +7 +13
Hte 0,47 0,49 0,48 0,48 0,46 0,45 0,454 0,43%"
+0,009 +0,007 +0,005 +0,010 +0,006 +0,010 +0,008 +0,004

RVR 25,10 34,36° 25,19 24 43¢ 23,50 23,59¢ 20,094 22.84
+1,79 +3.,05 +1,97 + 1,48 +2.13 +1,38 + 1,11 +1,87

FSR 5,00 3,83 4,85 5,30° 5,36 4,97 6,214 5,57
+0,25 + 0,40 +0,41 +0,38 +0,37 +0,35 +0,38 +0.,45

FPR 2,63 1,96" 2,52 2,75 2,89 2,70 3,449 3,16
+0,15 +0,21 +0,22 +0,19 +0,21 +0,17 +0,21 +0,26

FG 0,92 0,64° 0,79 0,93¢ 0,93 0,88° 0,92 1,06
+0,13 +0,09 +0,12 +0,05 +0,13 +0,10 +0,12 +0,15

FF 0,35 0,33 0,32 0,35 0,33 0,34 0,27 0,33
+0,04 +0,04 +0,05 +0,03 +0,04  +0,05 +0,03 +0,04

FU 3,4 2,6 3,4 4,5 5,8° 6,0 9,24f 5,9
+0,7 +0,4 +0,3 +0,4 +1,1 +0,8 +1,9 +1,0

Grupos Controle-Veiculo (CV), Controle-Fenofibrato (CF), Malnutrido-Veiculo (MV), Malnutrido-
Fenofibrato (MF), Controle-Veiculo-Glicose (CVG), Controle-Fenofibrato-Glicose (CFG), Malnutrido-
Veiculo-Glicose (MVG) e Malnutrido-Fenofibrato-Glicose (MFG). Pardmetros de hemodindmica renal
avaliados apds 30 dias de tratamento com veiculo ou fenofibrato (50 mg/kg/dia, via oral). Pressdo
arterial média (PAM, mmHg), freqiiéncia cardiaca (FC, batimentos por minuto), hematocrito de coleta
(Htc), resisténcia vascular renal (RVR, mmHg/mL/min), fluxo sangiiineo renal (FSR, mL/min/g), fluxo
plasmatico renal (FPR, mL/min/g), filtracdo glomerular (FG, mL/min/g), fracdo de filtragdo (FF) e fluxo
urinario (FU, ul/min/g). Valores de FSR, FPR, FG e FU foram corrigidos por grama de peso renal.
Valores expressos como média + E.P.M. P vs. Controle-Veiculo; ¢ vs. Controle-Fenofibrato; * vs.
Malnutrido-Veiculo; ¢ vs. Malnutrido-Fenofibrato; © vs. Controle-Veiculo-Glicose; " vs. Malnutrido-
Veiculo-Glicose; p < 0,05 (Teste Student-Newman-Keuls)
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5 DISCUSSAO

No presente estudo, o modelo experimental de ma nutri¢do intra-uterina foi induzido
na prole de fémeas submetidas, durante a prenhez, a uma dieta multicarenciada (Tabela 1),
com deficiéncia em proteinas, lipideos, minerais e vitaminas (Teodosio ef al., 1990; Paixao et
al., 2001, 2003, 2005), diferente de outros modelos mais comuns que consistem de uma
deficiéncia isolada de proteina (Langley e Jackson, 1994; Langley ef al., 1994; Langley-Evans
et al., 1999b). Embora os termos “ma nutri¢do” ou “grupo malnutrido” venham a ser citados
desacompanhados da palavra “intra-uterina”, que fique claro que a ma nutricdo induzida e
analisada pela presente investigagdo se refere a vida pré-natal.

Como visto na Tabela 2, as mades mantidas com a dieta multicarenciada apresentaram
ingesta dietética e ganho de peso mais baixos que as maes submetidas a dieta controle. Apesar
de exibirem menor ingesta dietética (24%), as maes submetidas a dieta multicarenciada nao
apresentaram menor ingesta calorica, visto que esta dieta mostrou-se, em média, 35% mais
calorica que a dieta controle. Assim, o baixo peso no nascimento (Tabela 3) apresentado pelos
animais submetidos @ mé nutri¢do intra-uterina ndo se explica por uma menor ingesta caldrica
materna, antes sim por uma deficiéncia de nutrientes importantes para o desenvolvimento fetal.
Este efeito na diminui¢do do peso corporeo também foi observado no desmame (25 dias de
idade) e na vida adulta (120 dias de idade), conforme ja foi demonstrado anteriormente por
pesquisas do Laboratério (Paixdo et al., 2003; Magalhaes et al., 2006). Entretanto, em outros
estudos prévios do Laboratério, alguns animais submetidos & mé nutricdo intra-uterina
alcancaram o peso corpdreo do grupo controle na vida adulta (Paixdo ef al., 2001, 2005). Uma
explicacdo para essa divergéncia pode ser a variagdo apresentada pela concentragdo de sodio
(0,15% a 0,25%) nos diversos lotes de dieta multicarenciada, preparados para manutencao de
diferentes grupos experimentais. Sabe-se que a baixa ingesta de sédio pode afetar a atividade do
sistema renina-angiotensina nas maes e, conseqiientemente, o crescimento da prole (Ray et al.,
1992; Roy-Clavel et al., 1999).

Antes do tratamento com veiculo ou fenofibrato (50 mg/kg/dia, via oral), aos 120 dias
de idade, houve diferenca de peso entre os quatro grupos controles, considerados
separadamente, e entre os quatro grupos malnutridos, também separadamente. Apesar de se
tratar de animais pertencentes a0 mesmo grupo experimental (controles entre si ¢ malnutridos
entre si), haja vista que ainda ndo sofreram nenhum tratamento diferenciado, os
acasalamentos e prenhez para obtencdo dos diversos grupos experimentais, além do

crescimento da prole, aconteceram em momentos distintos, o que pode sugerir a ocorréncia de
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diferentes fatores ambientais e/ou nutricionais que poderiam influenciar no crescimento dos
animais (Tabela 4).

Durante os 30 dias de tratamento com veiculo ou fenofibrato, os grupos controles e
malnutridos mantidos com dieta controle (CV, CF, MV, MF) apresentaram ganho de peso.
Entretanto, em estudos com ratos Zucker e ratos Otsuka Long Evans Tokushima Fatty
(OLETF), modelos de obesidade e diabetes, foi demonstrado que o fenofibrato (100
mg/kg/dia, via oral, durante 4 e 7 semanas, respectivamente) diminuiu ou preveniu o ganho de
peso corpdéreo, em parte pela reducdo da adiposidade (Chaput et al., 2000; Mancini et al.,
2001; Lee et al., 2002). No presente trabalho, ndo houve diminui¢cdo da ingesta dietética nos
grupos mantidos com dieta controle durante o tratamento com fenofibrato, diferente do que
foi observado por Lee ef al. (2002) em ratos OLETF. No entanto, em um outro estudo foi
demonstrado que ratos mantidos por 28 semanas com dieta suplementada com fenofibrato
(0,5 g/g%) ndo apresentaram reducdo da ingesta dietética (Koh et al., 2003). Por outro lado,
com exce¢ao do grupo MFG, os demais grupos mantidos com dieta isocaldrica rica em
glicose apresentaram perda de peso. Corroborando com este achado, ratos Sprague-Dawley
também apresentaram perda de peso quando mantidos por 4 semanas com uma dieta de
elevado teor em glicose (Roysommuti et al., 2002). No que diz respeito a ingesta dietética,
apenas o grupo CFG apresentou-a mais baixa do que o grupo CF e CVG. Assim, a perda de
peso apresentada pelos grupos CVG e MVG ndo se justifica pela menor ingesta dietética.
Apesar de o grupo CFG ter apresentado menor consumo dietético, a perda de peso ndo se
exibiu diferente dos demais grupos, o que sugere que o fenofibrato pode ter sido responsavel
por este achado. Corroborando com esta sugestdo, o grupo MFG também ndo exibiu perda de
peso (Tabelas 5 e 6). Conforme foi explicado anteriormente, estes resultados referentes a
ingesta dietética mensurados em gaiola coletiva foram comparados aqueles mensurados em
gaiola metabdlica individual e se apresentaram semelhantes.

Os resultados mostraram que, antes do tratamento, o perfil da glicose e insulina de
jejum, bem como ASC;, foisemelhante entre os grupos Controle e Malnutrido (Tabelas 8 e 9).
Contudo, a ASC, foi maior no grupo Malnutrido. A associacdo de maior ASC, com ASC;
inalterada ¢ um indicativo de comprometimento na tolerancia a glicose. Sabe-se que a nutricao
pré e pos-natal influencia sobremaneira a organogénese. De acordo com a hipotese denominada
“Thrifty Phenotype” (Fenotipo Econdmico), segundo Hales e Barker (1992), ocorrem respostas
adaptativas do metabolismo as condig¢des nutricionais impostas in utero. Esta hipdtese ¢ aceita
em funcdo de duas observagdes: primeiro, ha selecdo nutricional entre os 6rgdos, de tal modo

que o crescimento cerebral ¢ relativamente preservado em detrimento de outros 6rgaos como
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figado e pancreas; segundo, as mudancas adaptativas no metabolismo ocorrem também
durante a vida pds-natal e sdo necessarias para determinar condi¢des de sobrevivéncia na fase
adulta.

Estudos prévios tém evidenciado a existéncia de intolerancia a glicose na vida adulta
associada ao baixo peso no nascimento. Ratos submetidos & mé nutricdo intra-uterina
apresentaram uma diminui¢do na atividade enzimatica da glicoquinase hepatica, enzima que
fosforila a glicose, e aumento na atividade da fosfoenolpiruvato carboxilase, enzima chave
para a neoglicogénese (Burns et al., 1997; Desai et al., 1997), além de um reduzido contetdo
de insulina e menor niumero de células  no pancreas (Bertin et al., 1999). As altera¢des na
homeostase da glicose sdo ainda mais evidentes na presenga de obesidade (De Fronzo e
Ferrannini, 1991). Resultados semelhantes também foram observados em humanos,
apontando que a intolerancia a glicose ¢ tanto maior quanto menor for o peso do individuo no
nascimento (Hales et al., 1991). Por outro lado, Ozanne et al. (1996) demonstraram que os
musculos de ratos submetidos a uma dieta pobre em proteina na vida pré-natal podem exibir,
no inicio da vida, uma maior sensibilidade a insulina relacionada ao aumento na expressao de
receptores de insulina e, conseqiientemente, melhor tolerancia a glicose do que os musculos
de ratos controles. Contudo, na vida adulta franca, hd declinio na expressdo de receptores de
insulina no musculo, igualando-se a expressdo verificada em animais controles, e a tolerancia
a glicose torna-se comprometida, sugerindo que a alteracdo molecular responsavel pela
resisténcia a insulina pode estar localizada no decorrer da transducdo do sinal hormonal
(Ozanne et al., 2000). No presente trabalho, o grupo Malnutrido, em comparagio ao Controle,
apresentou menor peso no nascimento e na vida adulta, sugerindo que as alteragdes na
homeostase da glicose exibidas pelo grupo Malnutrido podem estar relacionadas ao baixo
peso no nascimento.

Os quatro grupos controles, considerados separadamente, € os quatro grupos
malnutridos, também separadamente, apresentaram diferengas (p < 0,05) na homeostase da
glicose (Tabelas 8 e 9) e no perfil lipidico (Tabela 11), mesmo antes do tratamento com
veiculo ou fenofibrato. Essa discrepancia apresentou-se em paralelo com variagcdes de peso
corpdreo. Freqiientemente os maiores pesos corporeos estiveram associados aos maiores
niveis basais de glicose. J& foi discutida, anteriormente, a ligacdo que existe entre individuos
com baixo peso no nascimento e a predisposi¢do para o desenvolvimento de resisténcia a
insulina na vida adulta, principalmente na presenca de sobrepeso. Com relacdo aos grupos
controles, o sobrepeso per se pode ter sido responsavel pelos valores elevados de glicose de

jejum. O maior peso pode significar excesso de tecido adiposo, o que prejudica a
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sensibilidade a insulina nos principais tecidos alvos responsaveis pela homeostase da glicose,
como o figado, o proprio tecido adiposo e os musculos. J& foi demonstrado que ratos OLETF,
modelo experimental de obesidade, exibem alteragdo na distribuicdo de transportadores de
glicose e na fosforilagdo da glicose em sua musculatura esquelética (Sato, 1999 apud Lee et
al., 2002). E sabido que existe uma correlagio direta entre resisténcia & insulina, sobrepeso e
diabetes tipo 2 (Vague et al., 1986; Idzior-Walus et al., 2000). No entanto, ndo foi observada
nenhuma correlacdo entre o peso e as diferentes ASC, apresentadas pelos grupos controles
antes do tratamento. Com relag¢do aos grupos malnutridos, antes do tratamento, foi notado que
existiu uma relagdo direta entre o peso e a ASC,. A ASC; foi semelhante entre a maioria
deles, porém, o grupo com menor peso aos 120 dias, o MFG, apresentou a menor ASC, € a
maior ASC;.

Ap6s 30 dias de tratamento, houve diminuicao da glicemia de jejum nos grupos CF e
MF e foram mantidos os valores de insulina de jejum. Nao se pode afirmar que o fenofibrato
foi o responsavel pelo declinio da glicemia de jejum, pois houve diminui¢do também no
grupo CV. Contudo, a diminui¢do foi muito mais evidente no grupo MF (26%, p < 0,01) do
que no CF (9%, p < 0,01), sugerindo que o tratamento com a droga pode ter sido mais eficaz
na diminui¢do da glicemia de jejum em ratos malnutridos. Muitos estudos tém demonstrado
que a ativagao do PPAR-a melhora a resisténcia a insulina e a hiperinsulinemia em diversos
modelos animais de diabetes tipo 2 e resisténcia a insulina, principalmente por diminuir a
adiposidade abdominal e na musculatura esquelética (Guerre-Millo et al., 2000; Ye J-M, et
al., 2001; Nagai et al., 2002; Lee et al., 2002). O fenofibrato e outros ativadores do PPAR-a
aumentam o catabolismo de acidos graxos no figado, resultando em diminui¢do sistémica e
local dos niveis de acidos graxos, o que leva a uma menor inibicdo da disponibilidade de
glicose estimulada pela insulina, na musculatura esquelética (Boden et al., 1994). Foi
observado que o grupo MV, aos 150 dias de idade, apresentou valores maiores de insulina de
jejum, sem alterar a glicose de jejum, quando comparado aos seus valores anteriores (120 dias
de idade). Pode-se sugerir que a ma nutricdo intra-uterina induziu resisténcia a insulina
durante a vida adulta. A ingesta de ragdo rica em glicose, durante os 30 dias de tratamento,
ndo alterou os valores de glicose e insulina de jejum, nem os valores de ASC, e ASC; de
nenhum dos grupos. Estes resultados sdo corroborados com outros dados encontrados na
literatura (Roysommuti et al., 2002; Catena et al., 2003). Entretanto, o fenofibrato aumentou a
ASC, nos grupos CFG e MFG, embora a droga tenha sido eficiente em diminuir a ASC; no
grupo MFG. Portanto, o fenofibrato gerou um quadro de menor tolerancia a glicose nos

animais controles e malnutridos mantidos com a dieta rica em glicose durante 30 dias. O
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aumento da ASC, no grupo MFG pode ser explicado, em parte, pela diminui¢do na secre¢ao
de insulina durante o teste de tolerancia a glicose oral, evidenciada por um menor valor de
ASC; (Tabelas 8 ¢ 9).

O resultado de ASCgj, que indica os valores de glicose de jejum ao longo do
tratamento, foi menor nos grupos MV e MF do que nos grupos CV e CF. Estes resultados
sugerem que, independente do tratamento com veiculo ou fenofibrato, os animais malnutridos
exibiram menor glicemia de jejum, ao longo do tratamento, comparados aos animais
controles. No entanto, a ASCygjs apresentou-se maior no grupo MVG em comparagdo com o
grupo MV. O mesmo ndo foi observado entre os grupos CVG e CV. Este dado indica que a
dieta rica em glicose, ao longo dos 30 dias, elevou a glicemia basal dos animais malnutridos.
E importante salientar que analisados isoladamente, no final do tratamento, os valores de
glicose de jejum dos grupos CVG e MVG ndo foram alterados. No entanto, quando se
considera em conjunto a maior ASC, do grupo Malnutrido e o fato do grupo MVG apresentar
perfil glicémico de jejum semanal elevado, ¢ possivel sugerir que os animais submetidos a ma
nutricdo intra-uterina apresentaram comprometimento na homeostase da glicose. Em
comparagdo ao seu respectivo grupo tratado com veiculo, o grupo CF apresentou ASCpgjs
aumentada, ja o grupo MF ndo apresentou alteragdo e os grupos CFG e MFG apresentaram
ASCgjs diminuida. Pode-se sugerir que o fenofibrato manteve diminuida a glicemia de jejum,
ao longo do tratamento, quando os animais foram mantidos com uma sobrecarga dietética de
glicose (Tabela 10).

Antes do tratamento, os grupos Controle e Malnutrido apresentaram o mesmo perfil de
triglicerideos e colesterol total, em jejum (Tabela 11). Estes resultados sdo corroborados com
dados prévios do Laboratério, onde ratos submetidos a ma nutricdo intra-uterina nao
demonstraram nenhuma alteracdo no perfil lipidico quando comparados com ratos controles
(Saturnino et al., 2003). Os quatro grupos controles, considerados separadamente, também
mostraram, entre si, valores semelhantes de triglicerideos, embora tenha havido diferenca
significativa entre os resultados do colesterol, que foram tanto maior quanto maior o peso
corporeo. Foi visto que os grupos CV e CF exibiram, além de maiores niveis de glicose de
jejum, maiores pesos e valores mais elevados de colesterol. J& entre os quatro grupos
malnutridos, ainda antes do tratamento, houve diferencas em ambos os parametros do perfil
lipidico, cujos valores foram inversamente proporcionais aos pesos corpdreos dos grupos,
diferente da glicose de jejum que, como analisada anteriormente, foi maior em animais com

Mmaior peso corporeo.
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Quanto aos grupos que permaneceram com dieta controle durante os 30 dias de
tratamento com veiculo ou fenofibrato, a droga ndo foi capaz de evitar o aumento de
triglicerideos nos animais controles, visto que os grupos CV e CF tiveram esse parametro
elevado. Este aumento pode estar relacionado com o avangar da idade dos animais controles,
diferente do que ocorreu com os grupos MV e MF que permaneceram com valores de
triglicerideos semelhantes aos do pré-tratamento. No que diz respeito ao colesterol total, nos
grupos CV, CF, MV e MF ndo houve diferenga entre os niveis apresentados antes e apos
tratamento (Tabela 11). A literatura demonstra que a ma nutri¢do intra-uterina tem uma
estreita ligagdo com o desenvolvimento da sindrome X durante a vida adulta, que é, em parte,
caracterizada pela ocorréncia de obesidade e dislipidemia (Barker ef al., 1993; Hales e Barker,
2001). Contudo, essa pré-disposi¢ao nao foi constatada no modelo de ma nutri¢ao utilizado no
presente estudo. Uma explicacdo para isto pode ter sido o menor peso corporeo apresentado
pelos animais malnutridos na vida adulta, quando comparados aos controles.

Os fibratos tém sido efetivamente usados para reduzir os niveis de triglicerideos sob
condigdes de hipertrigliceridemia (Watts e Dimmitt, 1999). Contudo, alguns estudos mostram
resultados controversos quanto aos efeitos dos fibratos no metabolismo lipidico que precisam
ser ainda compreendidos. Alguns fibratos tém apresentado efeitos opostos sobre o
metabolismo lipidico, dependendo do grau de hipertrigliceridemia nos ratos (Krause et al.,
1996). Em outros estudos, os efeitos dos fibratos sobre a concentragdo hepatica de lipideos e
sobre os niveis sangiiineos de triglicerideos e colesterol se caracterizam por elevagdo (Krause
et al., 1996) ou diminuicdo desses parametros (Herrera et al., 1988). Também tem sido
demonstrado que os fibratos apresentam efeitos ambiguos e dependentes de espécie animal,
sobre o metabolismo lipidico (Staels e Auwerx, 1998). De fato, como recentemente relatado,
o grau do efeito dos fibratos no metabolismo dos acidos graxos depende do modelo animal
envolvido e do grau de hipertrigliceridemia (Chaput et al., 2000).

A ingesta de ragdo rica em glicose, durante os 30 dias de tratamento, aumentou os
valores de triglicerideos em todos os grupos estudados, independente do tratamento ter sido
veiculo ou fenofibrato. Quanto ao colesterol total, apenas os grupos CVG e MVG
apresentaram elevagdo. Assim podemos concluir que o fenofibrato ndo preveniu a elevagdo de
triglicerideos, mas preveniu o aumento de colesterol induzido pela dieta rica em glicose.
Adicionalmente, apds tratamento, os grupos CFG e MFG apresentaram triglicerideos mais
elevados do que CVG e MVG, respectivamente, o que indica que o fenofibrato exacerbou o
efeito da dieta rica em glicose. Um outro achado ¢ o fato de que a droga foi menos eficaz na

presenca da ma nutricdo, uma vez que o grupo MFG apresentou os maiores niveis de
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triglicerideos pos-tratamento (Tabela 11). Naderali e Fatani (2005) demonstraram que o
tratamento com fenofibrato (50 mg/kg/dia, via oral), durante 7 dias, diminuiu os triglicerideos
plasmaticos em ratos Wistar mantidos por 14 semanas com uma dieta suplementada com
chocolate (contendo 5 vezes mais gordura que a dieta controle). Essa diminui¢do foi
significativa em relagdo aos dois grupos nao tratados (tanto ao suplementado com chocolate,
quanto ao grupo mantido com dieta controle durante o mesmo periodo). Chen et al. (2006)
estudaram o perfil lipidico de ratos Wistar com diabetes tipo 1 induzido por estreptozotocina,
tratados com fenofibrato (32 mg/kg/dia, via oral) por 8 semanas, e observaram a diminui¢ao
dos niveis plasmaticos de triglicerideos e colesterol total. Outros estudos verificaram a
eficiéncia dessa droga em diminuir os valores de triglicerideos, como em camundongos db/db,
modelo genético de obesidade e diabetes tipo 2, tratados com fenofibrato na dose de 100
mg/kg/dia, via oral, por 2 semanas e ratos Zucker, tratados por 4 semanas com as mesmas
dose e via de administracdo anteriores (Chaput et al., 2000); ratos OLETF com o fenofibrato
(100 mg/kg/dia) adicionado a dieta por 7 semanas (Lee et al., 2002); e ratos OLETF, também
com dieta suplementada com a droga (0,5 g/g%), cuja dose média diaria foi de 74 mg/kg,
durante 6 semanas (Koh et al., 2003). Por outro lado, semelhante ao que ocorreu na presente
investigacdo, o tratamento com fenofibrato em ratas prenhas, durante os 4 tltimos dias de
gestagdo, foi incapaz de produzir sua esperada ag¢do hipolipidémica. Ao contrario, produziu
um aumento dose-dependente (duas doses didrias de 100 e 200 mg/kg) nos niveis de
triglicerideos séricos sobre a hipertrigliceridemia ja causada pela gravidez (Soria et al., 2005).
Embora muitos estudos demonstrem que o tratamento com fenofibrato, utilizando doses
menores, iguais ou maiores que a da presente investigacdo, tenha sido eficiente em diminuir
os niveis de triglicerideos em varios modelos experimentais, isto ndo foi observado com os
animais controles ou malnutridos utilizados nesta investigacao.

Os grupos CV e MV apresentaram niveis de TBARS semelhantes, enquanto que CF
exibiu valor igual ao grupo CV e maior que MF. Além disso, o grupo MF apresentou menor
valor de TBARS em comparagdo ao grupo MV. Os grupos mantidos com dieta rica em
glicose (CVG, CFG, MVG e MFQG) apresentaram maior estresse oxidativo renal (EOR)
quando comparados aos seus respectivos grupos mantidos com dieta controle. O EOR foi
menor no grupo MVG em comparacdo ao CVG, assim como no grupo MFG comparado aos
grupos MVG e CFG (Tabela 12). Com base nos resultados descritos, pode-se observar que a
ma nutri¢do intra-uterina ndo elevou o EOR, o que difere de outras investigacdes que
relacionam a mé nutricdo pré-natal com aumento do estresse oxidativo (Franco et al., 2002,

2003; Magalhades et al., 2006). Além disso, os animais malnutridos apresentaram menor
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elevacdo de EOR quando submetidos a sobrecarga dietética de glicose, e, ainda, foram mais
responsivos a atividade antioxidante do fenofibrato do que os animais controles. Um recente
estudo realizado em humanos com dislipidemia demonstrou que o fenofibrato reduziu os
niveis circulantes de conjugados dienos (um produto da peroxidacao lipidica) e aumentou a
atividade da enzima antioxidante glutationa peroxidase (Tkac et al., 2006). As alteragdes no
metabolismo lipidico podem ser, em parte, responsaveis pela elevagdo do estresse oxidativo
(Seghrouchni et al., 2002) exibida pelos quatro grupos mantidos com dieta rica em glicose,
durante o tratamento. O fenofibrato diminuiu o EOR no grupo MF, mas ndo o fez no grupo
CF. Uma explicagdo para isto pode ter sido o fato do grupo MF ter exibido valores menores
de triglicerideos e glicose de jejum do que o CF. A dieta rica em glicose resultou em menor
EOR no grupo MVG quando comparado ao CVG, embora ambos tenham exibidos valores
semelhantes de triglicerideos, colesterol e glicose de jejum. Além disso, embora o grupo MFG
tenha apresentado maior valor de triglicerideos, o tratamento com fenofibrato resultou em
menor EOR no grupo MFG comparado aos grupos CFG e MVG, semelhante ao que ocorreu
com os animais malnutridos mantidos com dieta controle durante o tratamento. Estes dados
sugerem que a atividade antioxidante da droga esta, pelo menos em parte, ligada a presenca de
ma nutri¢do intra-uterina.

De acordo com a Tabela 13, ndo houve diferenga nos resultados da proteinuria entre o
grupo Controle e o Malnutrido antes do tratamento com veiculo ou fenofibrato, semelhante a
dados pregressos do Laboratorio (Magalhaes et al., 2006), bem como entre os quatro grupos
controles e entre os quatro malnutridos considerados separadamente. Apos o tratamento, o
grupo CV apresentou elevagdo da proteintria, enquanto que o grupo MV permaneceu com
valor semelhante ao do pré-tratamento, sugerindo que os animais malnutridos mostraram-se
protegidos do aumento da proteintria relacionado ao aumento da idade, situacdo que foi
observada com os animais controles. Os grupos CF e MF apresentaram maior proteindria
comparados aos valores pré-tratamento e aos seus respectivos grupos tratados com veiculo,
acrescentando que CF exibiu baixa filtracdo glomerular (Tabela 17). Os resultados sugerem
que o fenofibrato exacerbou o aumento da proteiniria nos animais controles e causou a
elevagdo exibida pelos malnutridos mantidos com dieta controle durante o tratamento. Exceto
o grupo CFG que apresentou proteintiria semelhante ao pré-tratamento, os grupos CVG,
MVG e MFG apresentaram diminui¢do da proteinuria que pode ser explicada, em parte, pela
menor quantidade de proteina presente na dieta rica em glicose. Os grupos CFG e MFG
apresentaram valores de proteiniria maiores do que CVG e MVG, respectivamente, sugerindo

mais uma vez que o tratamento com fenofibrato elevou a excre¢do urinaria de proteina nos
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animais controles e malnutridos. A despeito destes resultados, estudos recentes realizados em
humanos ou animais demonstraram que o tratamento com fenofibrato reduziu a excregdo
urindria de albumina (Ansquer et al., 2005; Park et al., 2006).

Através da relagdo peso renal / peso corpéreo (PR/PC), pode-se avaliar que ndo houve
hipertrofia renal entre os grupos CV, CF, MV e MF (Tabela 14). Contudo, no grupo CVG,
aparentemente, ocorreu atrofia renal que ndo se apresentou no grupo CFG. Ao contréario dos
resultados apresentados, outros estudos demonstraram que ratos submetidos a uma dieta rica
em glicose ou frutose exibiram glomeruloesclerose (Zaoui et al., 1999; Roysommuti et al.,
2002). Por outro lado, Chen et al (2006) observaram que o tratamento com fenofibrato, em
ratos Wistar com diabetes tipo 1, reduziu os niveis renais do inibidor do ativador do
plasminogénio-1 (PAI-1), diminuindo a relagdo PR/PC apresentada por estes animais
comparados ao grupo ndo tratado. O PAI-1 ¢ um importante mediador de glomeruloesclerose
e fibrose intersticial (Eddy, 2002; Fogo, 2003). Okopien et al (2005) também demonstraram
que o fenofibrato reduziu os niveis plasmaticos do PAI-1 em humanos.

No presente trabalho, os animais malnutridos na vida intra-uterina apresentaram
oligonefrenia (Tabela 15), que ¢ compativel com estudos prévios que relacionam o baixo peso
no nascimento com diminuicdo do numero de néfrons (Merlet-Benichou et al., 1994;
Langley-Evans et al., 1999b, Paixdo et al., 2001; Magalhdes et al., 2006). Sabe-se que a
oligonefrenia contribui para o desenvolvimento de hipertensdo arterial na vida adulta
(Mackenzie et al., 1996; Langley-Evans et al., 1999b; Woods et al., 2001). Contudo, ndo
houve diferenca de pressdo arterial média inicial (PAM,) entre os grupos CV e MV, nem
entre os grupos CF e MF. Dentre os grupos mantidos com dieta rica em glicose, apenas o
grupo MFG apresentou PAM, mais elevada que o CFG (Tabela 16). A pressdo arterial média
medida durante avaliacdo da hemodinamica renal (PAM) apresentou-se aumentada no grupo
MF, sem alteracdo na freqiiéncia cardiaca (FC) ou na resisténcia vascular renal (RVR),
quando comparado ao grupo MV (Tabela 17). Com base nestes resultados, pode-se sugerir
que os animais malnutridos apresentaram alguma propensdo a hipertensdo quando tratados
com fenofibrato, devido aos maiores valores de PAM, e PAM observados nos grupos MFG e
MF, respectivamente.

Mesmo apresentando valores de insulina de jejum semelhantes aos demais grupos
antes do tratamento, aos 120 dias de idade, o grupo MFG exibiu a maior ASC; durante o teste
de tolerancia a glicose oral. Assim, a maior PAM, exibida por este grupo, aos 150 dias de
idade, pode estar em parte relacionada a maior resposta secretoria de insulina. Pesquisas

realizadas com ratos e cdes adultos, assim como estudos em humanos, mostraram que dietas
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ricas em acucar podem induzir hipertensdo (Reaven, 1991; Preuss, 1997) devido a alguns
fatores como aumento da resisténcia a insulina, hiperinsulinemia (Martinez et al., 1994),
superatividade do sistema nervoso simpdatico (Bunag et al., 1983), sistema renina -
angiotensina ativado (Iyer e Katovich, 1994) e func¢do renal prejudicada (Park e Meyer, 1992).
Sabe-se que a hiperinsulinemia pode aumentar ou induzir hipertensao, em parte pelo aumento
na atividade do sistema nervoso simpatico, elevacdo do calcio intracelular, proliferacdo de
células musculares lisas e aumento da reabsor¢do tubular de so6dio e dgua (Pershadsingh e
McDonald, 1979; Rowe et al., 1981; Pfeile e Dischaneit, 1981; De Fronzo, 1981 apud Catena
et al., 2003).

A FC apresentou-se mais elevada nos grupos CVG e MVG quando comparados aos
grupos CV e MV, respectivamente (Tabela 17). Este dado sugere que a dieta rica em glicose
induziu menor resisténcia vascular periférica, tendo em vista o fato dos niveis pressoricos nao
se apresentarem alterados. Como os grupos CFG e MFG nao apresentaram FC mais elevada
do que seus respectivos controles, ¢ razoavel sugerir que o fenofibrato preveniu a reducdo da
resisténcia vascular periférica produzida pela dieta glicose.

Os grupos CV, CF, MV e MF apresentaram valores semelhantes de hematdcrito inicial
(Htco). Exceto no grupo CVG, o Htcy apresentou-se diminuido nos grupos CFG, MVG e
MFG, quando comparados aos seus respectivos grupos mantidos com a dieta controle. Além
disso, o Htcy foi menor no grupo MFG do que no MVG (Tabela 16). Todos os grupos
experimentais apresentaram valores de hematdcrito de coleta (Htc), exibidos na Tabela 17,
semelhantes aos do Htcy. Como ja foi explicado, isto indica uma manutencdo adequada da
euvolemia durante a cirurgia. Pode-se observar que nem a ma nutricdo intra-uterina nem o
tratamento com fenofibrato causaram diferengas de Htcy entre os grupos mantidos com dieta
controle. Entretanto, os resultados sugerem que a dieta rica em glicose causou diminui¢ao do
Htcy nos animais malnutridos e o tratamento com fenofibrato exacerbou esta redugdo. Porém,
isto ndo ocorreu com os animais controles, visto que foi o fenofibrato, e ndo a dieta rica em
glicose, o responsavel pela redu¢do do Htcy apresentada pelo grupo CFG. Corroborando com
este achado, Naderali e Fatani (2005) também observaram que o tratamento com fenofibrato
(50 mg/kg/dia, via oral), durante 7 dias, diminuiu o hematdcrito de ratos Wistar mantidos por
14 semanas com uma dieta suplementada com chocolate. Por outro lado, a dieta isocaldrica
rica em glicose usada na presente investigacdo ¢ deficiente em importantes componentes
eritropoéticos como vitamina By, dcido folico e ferro. Os animais malnutridos na vida pré-
natal se mostraram sensiveis a esta deficiéncia nutricional de fatores eritropoéticos, na vida

adulta. Adicionalmente, o menor valor de Htcy apresentado pelo grupo MFG, comparado ao
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grupo MVG, pode sugerir retencdo de fluido, especialmente pelo fato do grupo MFG nao
haver apresentado perda de peso como os demais grupos mantidos com dieta rica em glicose.
Os parametros de hemodinamica (Tabela 17) renal foram semelhantes entre os grupos
CV e MV. Os grupos CVG e CV apresentaram valores semelhantes de RVR, enquanto o
grupo MVG apresentou menor RVR do que seu respectivo controle, MV. Este dado indica
que a dieta rica em glicose produziu vasodilatacdo renal nos animais submetidos a ma
nutricdo intra-uterina. Estas alteracdes parecem similares aquelas observadas nos estagios
iniciais de nefropatia diabética causada pelo diabetes tipo 1, que caracteriza-se por uma
vasodilatacdo aferente. A RVR apresentou-se mais elevada no grupo CF do que no grupo CV,
no entanto mostrou-se semelhante entre os grupos MF e MV, o que indica que o fenofibrato
induziu vasoconstricdo renal nos animais controles. Os grupos CFG e CVG apresentaram
RVR semelhantes. Similarmente, os grupos MFG e MVG também apresentaram os mesmos
valores de RVR, o que indica que o fenofibrato, quando comparado com o veiculo, ndo
influenciou a RVR em animais mantidos com a dieta rica em glicose. No entanto, ¢
importante ressaltar que a menor RVR apresentada pelo grupo MVG (MVG vs. MV) ndo se
apresentou no grupo MFG (MFG vs. MF). Assim, ¢ possivel sugerir que o fenofibrato
preveniu a vasodilatagdo renal produzida pela dieta rica em glicose. Em um estudo realizado
com pacientes hiperlipidémicos com fun¢do renal normal ou portadores de insuficiéncia renal
leve, observou-se que o tratamento com fenofibrato, por 2 semanas (200 mg, diariamente),
ndo alterou a hemodinamica renal nem a filtragdo glomerular (FG), mas aumentou os niveis
séricos de creatinina (Hottelart er al., 1999). Estudos posteriores confirmaram que este
aumento sérico de creatinina estava relacionado a maior producdo deste metabolito, induzida
pelo tratamento com o fenofibrato, e ndo a uma piora da fungdo renal (Ritter e Nabulsi, 2001;
Hottelart et al., 2002). A maior RVR apresentada pelo grupo CF foi responsavel pelas
reducdes de fluxo sangiiineo renal (FSR), fluxo plasmatico renal (FPR) e FG apresentadas
neste grupo. Tendo em vista que a fracdo de filtragdo (FF), neste grupo, apresentou-se
semelhante aquela observada no grupo CV, pode-se sugerir que o aumento das resisténcias
arteriolares aferente e eferente foram proporcionais. A menor RVR, em MVG (MVG vs.
MYV), foi responsavel pelos aumentos de FSR e FPR apresentados por estes animais. No
entanto, a FG e a FF ndo se apresentaram alteradas, apesar da tendéncia. O perfil de
hemodinamica renal observado nos grupos CV e MV apresentou-se distinto daquele visto em
estudos prévios do Laboratorio quando se utilizou o mesmo modelo experimental (Paixdo et

al., 2001, Magalhaes et al., 2006). Sugere-se que tal discrepancia pode ter ocorrido devido a
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variagdes na composicdo nutricional apresentadas pelos diferentes lotes de dieta
multicarenciada, preparados em momentos distintos (Tabela 1).

Em gaiola metabolica, os grupos CV e MV apresentaram valores de ingesta hidrica e
fluxo urindrio (FUgn) semelhantes (Tabela 7). Os grupos CVG, CFG, MVG e MFG
apresentaram menor ingesta hidrica, quando comparados aos seus respectivos grupos
mantidos com dieta controle durante o tratamento com veiculo ou fenofibrato. A menor
ingesta hidrica naqueles grupos apresentou-se compativel com o menor FU,y, por eles
exibidos. Os grupos CF, MF e CFG apresentaram maior valor de FU,, do que seus
respectivos grupos tratados com veiculo, o que sugere um efeito caracteristico do fenofibrato.
Por outro lado, o grupo MFG nao apresentou esta elevagdo de fluxo urinario, um dado que
pode sugerir retengdo de fluido, tendo em vista também o baixo hematocrito e o fato de nao
ter apresentado perda de peso corporeo. Vera et al. (2005) demonstraram que o tratamento
com fenofibrato (90 mg/kg/dia, ip), durante 2 semanas, aumentou a producdo de 20-HETE
(acido 20-hidroxieicosatetraendico) nos tubulos renais de camundongos e alguns estudos tém
relatado que o acido 20-HETE regula a fungdo tubular, promovendo natriurese (Ma et al.,
1994; Stec et al., 1996; Alonso-Galicia et al., 1998; Maier e Roman, 2001). Diferente do que
foi observado em animais conscientes, quando anestesiados, os grupos CVG, CFG e MVG
apresentaram maior FU do que seus respectivos grupos mantidos com dieta controle durante o
tratamento (Tabela 17). E possivel que a associagdo pentobarbital — dieta rica em glicose

tenha influenciado a secrecdo de vasopressina, como previamente observado (Yu et al., 1993).
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6 CONCLUSOES

1) Embora ndo tenham apresentado alteracdes nos niveis basais de insulina, colesterol total e
triglicerideos séricos, ¢ TBARS no rim, os animais malnutridos na vida intra-uterina
apresentaram alteragdo na homeostase da glicose e oligonefrenia. Ao contrario de dados
prévios do Laboratorio, neste trabalho, ndo foram observadas alteragdes na hemodinamica
renal.

2) A dieta rica em glicose induziu alteragdes na homeostase da glicose no grupo malnutrido.
Nos animais controles e malnutridos, a dieta rica em glicose prejudicou o metabolismo
lipidico e induziu elevacdo do estresse oxidativo renal. O perfil de hemodindmica renal
apresentado pelo grupo submetido & méa nutricdo intra-uterina e sobrecarga dietética de
glicose se caracterizou por vasodilatagdo renal, semelhante a0 que se observa nos estagios
iniciais do diabetes tipo 1.

3) Em animais mantidos com a dieta rica em glicose, embora o fenofibrato tenha prevenido o
aumento nos niveis de colesterol total, ndo preveniu a elevacao de triglicerideos induzida por
esta dieta em animais controles e malnutridos. Adicionalmente, embora a droga tenha
aumentado a area sob curva de tolerdncia a glicose, reduziu a glicemia semanal de jejum e
elevou proteiniria nestes animais. Além disso, induziu retengdo de fluido no grupo
malnutrido. Em animais mantidos com a dieta controle, o fenofibrato elevou a proteintiria nos
grupos controle e malnutrido, diminuiu a filtracdo glomerular no grupo controle, bem como,

diminuiu o estresse oxidativo renal no grupo malnutrido.
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