UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA — CAMPUS
DE FRANCISCO BELTRAO, CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE,
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU EM
CIENCIAS APLICADAS A SAUDE — NIVEL MESTRADO

KESIA ZANUZO

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO CRONICA COM VITAMINA D
ASSOCIADO A NATACAO REGULAR SOBRE ASPECTOS
HISTOMORFOMETRICOS RENAIS EM ROEDORES OBESOS

FRANCISCO BELTRAO — PR
(MARCO/2019)



KESIA ZANUZO

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO CRONICA COM VITAMINA D ASSOCIADO A
NATACAO REGULAR SOBRE ASPECTOS HISTOMORFOMETRICOS RENAIS
EM ROEDORES OBESOS

DISSERTACAO apresentada ao Programa de
Pés-graduacdo Stricto Sensu em Ciéncias
Aplicadas a Saude, nivel Mestrado, do Centro
de Ciéncias da Saude, da Universidade
Estadual do Oeste do Parana, como requisito
parcial para obtencdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Aplicadas a Saude.

Area de concentracgio: Ciéncias da Saude.
Orientador: Dr. Jodo Paulo de Arruda Amorim

Coorientadora: Dra. Sabrina Grassiolli

FRANCISCO BELTRAO - PR
(MARCO/2019)



Ficha de identificacdo da obra elaborada através do Formulario de Geracao
Automatica do Sistema de Bibliotecas da Unioeste.

Zanuzo, Késia

Efeitos da suplementagic crdnica com vitamina D associado
4 natacdo regular sobre aspectos histomorfométricos renais
em roedores obesos [/ Késia Zanuzo; orientador(a), Jodo
Paulo de Arruda Amorim; coorientador(a), Sabrina
Grassiolli, 2019.

88 f.

Dissertacdo (mestrado), Universidade Estadual do Oeste
do Parana, Campus de Francisco Beltrdo, Centro de Ciéncias
da Sande, Programa de Pds-Graduagdc em Ciéncias Aplicadas a
Satde, 2019.

1. obesidade. 2. exercicio fisico. 3. wvitamina D. 4. rim.
I. Amorim, Jodo Paulo de Arruda. II. Grassiolli, Sabrina.
IIT. Titulo.




FOLHA DE APROVACAO

KESIA ZANUZO

EFEITOS DA SUPLEMENTACAO CRONICA COM VITAMINA D ASSOCIADO A
NATACAO REGULAR SOBRE ASPECTOS HISTOMORFOMETRICOS RENAIS
EM ROEDORES OBESOS

Essa dissertacédo foi julgada adequada para obtencao do titulo de Mestre em
Ciéncias Aplicadas a Saude e aprovada em sua forma final pelo Orientador e pela
Banca Examinadora.

BANCA EXAMINADORA

Orientador: Prof. Dr. Jodo Paulo de Arruda Arporim
UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA — UNIOESTE

Membro da banca: Prof. Dr. Eduardo Alexandr,e Loth
UNIVERSIDADE ESTADUAL DO OESTE DO PARANA — UNIOESTE

Membro da banca: Profa. Dra. Marcia Fernandes Nishiyama
UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL — UFFS

FRANCISCO BELTRAO, PR
Margo/2019



BIOGRAFIA

Késia Zanuzo nasceu em Ipord do Oeste/SC em 15/07/1985. Possui
graduacdo em Nutricdo pela Universidade do Vale do Itajai (2007) e
Especializacdo em Nutricho Humana com énfase em Nutricdo Clinica e
Alimentagcdo Escolar pela Universidade Paranaense (2010). Atualmente atua
como nutricionista supervisora de estagios na Clinica-Escola de Nutricdo da
Universidade Federal da Fronteira Sul — Campus de Realeza-PR. Tem
experiéncia na area de Alimentacdo Escolar, atuando como responséavel técnica,

e na area de Saude Publica.



AGRADECIMENTOS

A presente dissertacdo de mestrado ndo poderia chegar a bom ponto sem
0 precioso apoio de vérias pessoas.

Em primeiro lugar, ndo posso deixar de agradecer ao meu orientador, Prof.
Dr.Jo&o Paulo de Arruda Amorim, por toda a paciéncia, empenho e confianga com
gue sempre me orientou neste trabalho. Muito obrigada por me ter me corrigido
quando necessério sem nunca me desmotivar e por ter confiado no meu
potencial.

Desejo igualmente agradecer a Profa. Dra. Sabrina Grassiolli, que me
coorientou neste trabalho, agradeco imensamente pelos conhecimentos
repassados, direcionamentos e correcdes realizadas, além de transmitir todo
amor e dedicacdo com que tem pela sua profissao.

Agradeco também aos demais professores deste programa de mestrado,
que através das disciplinas, seminarios e redacdo de artigos foram fundamentais
para que eu pudesse chegar até este ponto com mais segurancga.

Agradeco igualmente aos meus colegas do mestrado cujo apoio e amizade
estiveram presentes em todos 0s momentos.

Agradeco aos alunos de iniciagdo cientifica - PIBIC, do Centro de Ciéncias
Biolégicas e da Saude-CCBS, Campus Cascavel, que foram fundamentais para
que o trabalho fosse desenvolvido. A nutricionista Zoé que me auxiliou na
organizacao dos dados no software de estatistica. As minhas colegas de trabalho,
as nutricionistas e professoras Marcia e Eloa, que sempre estiveram ao meu lado,
me apoiando, dando conselhos, dividindo minhas angustias e por serem
exemplos de profissionais e também ao meu colega de trabalho, o médico
veterinario Leonardo, que se disponibilizou a me auxiliar com o uso do micrétomo.

Por altimo, quero agradecer e em especial a minha familia e amigas (Silvia,
Claudia, Eliandra, Tatiana), pelo apoio e amor incondicional que me deram, e por
sempre acreditarem em minha capacidade. Saibam que vocés fazem a diferenca
na minha vida, sempre estando ao meu lado, me pondo para cima e me fazendo

acreditar que posso mais do que imagino.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho as pessoas mais
presentes em minha vida:

Meu pai, Jandir, meu mestre, meu
exemplo e o mais generoso de todos
0S pais.

A Minha mae, Jaci, pela fé e alegria de
vida que é.

Minhas irmas, Jussiara e Patricia, pelo
incentivo de sempre.

Meu afilhado, Pedro Henrique, pelos
momentos de alegria, carinho e
descontracéo.

AMO MUITO VOCES!



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

1,25(0OH)2D - 1,25 dihidroxivitamina D

7-DHC — 7-deidrocolesterol

ANSR — Atividade do Nervo Simpatico Renal
ARQ — Nucleo Arqueado

AT1 — Proteina Receptora de Angiotensina 1
CYP — Citocromo P

DBP — Proteina de Ligacdo a Vitamina D

DCV - Doenca Cardiovascular

DHGNA — Doenca Hepética Gordurosa Nao Alcodlica
DLP — Dislipidemia

DM2 — Diabetes Mellitus Tipo 2

DMO — Densidade Mineral Ossea

DNA - Acido Desoxirribonucleico

DR — Doenca Renal

DRC - Doenga Renal Cronica

EFR — Exercicio Fisico Regular

GESF — Glomeruloesclerose Segmentar Focal
Glu-Rs — Receptores Glutamatérgicos

GPX — Glutationa Peroxidase

GRO - Glomerulopatia Relacionada a Obesidade
HAS — Hipertenséo Arterial Sistémica

HPA — Hipotalamo-Hipdfise-Adrenal

IGF-1 — Fator de Crescimento Semelhante a Insulina
IL — indice de Lee

IL-6 — Interleucina 6

IMC — indice de Massa Corporal

MCP-1 — Proteina quimiotatica de mondcitos
MRs — Receptores Mineralocorticoides

MSG — Glutamato Monossaédico

Na+ — Sédio

ND — Nefropatia Diabética



NF-Kb — Fator Nuclear Kappa B

NMDA — N-Metil-D-Aspartato

NO — Oxido Nitrico

PA — Presséo Arterial

PCR - Proteina-C-Reativa

PTH — Hormonio Paratiredide

Rl — Resisténcia a Insulina

SM — Sindrome Metabdlica

SNAR - Sistema Nervoso Autbnomo Renal

SNS - Sistema Nervoso Simpéatico

SOD - Superoxido Dismutase

SRAA - Sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona
STZ - Estreptozotocina

TAB — Tecido Adiposo Branco

TFG — Taxa de Filtracdo Glomerular

TGF-B - Fator de Transformacgao do Crescimento
TGF-B1 — Fator de Transformacao do Crescimento-f1
TNF-a — Fator de Necrose Tumoral-a

Ul — Unidades Internacionais

VD - Vitamina D

VDR — Receptor da Vitamina D



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Esquema demonstrando a inducdo da obesidade e protocolos de
exercicio e de suplementacao COM VD.........cccoiiiiiiiiiiiiiiiiie e 37
Figura 2 — Fotomicrografia representativa do grupo CON mostrando a medida de
diametro do tufo glomerular (a), area do tufo glomerular (b), area da capsula de
Bowman (C) e espaco de BOWMaN (¥).......oovvvieeiiiiiiiiiiii i eee e 40
Figura 3 — Fotomicrografia representativa do grupo CON mostrando a medida da

espessura do COMEX reN@l (d)........uu i eeriiee e 41



EFEITOS DA SUPLEMENTACAO CRONICA COM VITAMINA D
ASSOCIADO A NATACAO REGULAR SOBRE ASPECTOS
HISTOMORFOMETRICOS RENAIS EM ROEDORES OBESOS

Resumo

A administracdo neonatal de glutamato monossodico (MSG) em roedores
induz obesidade associada a altera¢des histopatoldgicas renais. A vitamina D
(VD) parece modular a inflamacgéo renal, enquanto o exercicio fisico melhora a
proteindria e glomeruloesclerose. O objetivo do presente estudo foi avaliar os
efeitos da suplementacdo crénica com VD associada a natacdo regular sobre
aspectos histomorfométricos renais em ratos obesos - MSG. Para tal, ratos Wistar
machos (n=24) receberam durante os primeiros 5 dias de vida injecdes
subcutaneas de Glutamato monossadico (MSG; 4g/Kg) enquanto ratos Controles
(CON;n=6) receberam salina equimolar. Aos 21 dias de vida os ratos MSG-
tratados foram randomicamente distribuidos entre animais sedentarios (S) e
exercitados (E; natacdo; 3x/semana), o0s quais foram subdivididos em
suplementados oralmente com VD (12ug/Kg; 3x/semana) ou nao suplementados
(NS) formando 5 grupos experimentais (n=6 ratos/grupo): MSG; MSG-Syp; MSG-
Ens; MSG-Eyp e 0 grupo CON. ApGs os 90 dias de vida realizou-se eutanasia, e a
obesidade foi avaliada pelo peso dos depdésitos de tecido adiposo branco (TAB) e
célculo do indice de Lee (IL). O rim direito foi retirado, pesado e submetido a
técnicas histologicas para andlise histomorfométrica. Dados foram expressos
como mediaterro padrdo com andlise de varidncia Anova Two-way (p<0,05). No
presente estudo, os animais do grupo MSG apresentaram menor peso corporal e
comprimento naso-anal, porém elevada adiposidade quando comparados com o
grupo CON (p<0,05). Marcantes alteracdes na morfologia renal foram encontradas
em ratos do grupo MSG, tais como, menor didmetro do tufo glomerular, area do
tufo glomerular, area da capsula de Bowman, area do espaco de Bowman e
espessura do cortex renal quando comparado aos mesmos parametros renais no
grupo CON (p<0,05). Assim, o rim de ratos do grupo MSG foi significativamente
menor que o grupo CON (p<0,05), aléem de apresentar intensa degeneragao

tubular renal. Em animais MSG-Eyp 0 peso do rim foi reduzido em relagdo em

10



relacdo ao grupo MSG-Eys (p<0,05). Em animais MSG-Syp; MSG-Ens € MSG-Eyp
houve aumento da espessura do cortex renal em relacdo ao grupo MSG (p<0,05).
Em animais MSG-Ens e MSG-Eyp houve reducdo da degeneracdo tubular em
relacdo aos ratos MSG e o grupo MSG-Eyp também apresentou reducdo da
degeneracgéo tubular renal em comparacdo com o grupo MSG-Syp (p<0,05). Em
conjunto, nossos dados mostraram que ratos MSG-obesos tiveram intensa
degeneracédo glomerular e tubular, similar aquela observada na progressdo da
doenca renal cronica. O exercicio e a VD foram efetivos em elevar a espessura
do cértex renal, e quando associados, protegeram da degeneracao tubular tendo,
portanto, importante papel na prevencao de lesdo renal.

Palavras-chave: glutamato monossédico, obesidade, vitamina D, exercicio fisico,

rim.
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EFFECTS OF CHRONIC SUPPLEMENTATION WITH VITAMIN D
ASSOCIATED WITH REGULAR SWIMMING ON
HISTOMORPHOMETRIC ASPECTS RENAL IN OBESE RODENTS

Abstract

The neonatal administration of monosodium glutamate (MSG) in rats
induces obesity associated histopathological renal alteration. Vitamin D (VD)
seems to modulate the renal inflammation, while physical exercise enhances
proteinuria and glomerulosclerosis. The objective of this study was to evaluate the
effects of chronic supplementation with VD associated to regular swimming over
renal histomorphometric aspects in MSG-obese rats. To this end, Wistar male rats
(n=24), in their first 5 days of life, were given subcutaneous injections of
monosodium glutamate (MSG; 4g/kg) while Control rats (CON;n=6) were given
equimolar salt. On the 21st day of live the MSG-treated rats were randomly
distributed among sedentary animals (S) and were exercised (E, swimming;
3x/week), which were subdivided in orally supplemented with VD (12ug/Kg;
3x/semana) or not supplemented (NS), forming 5 experimental groups (n=6
rats/group): MSG; MSG-Syp; MSG-Eys; MSG-Eyp and the group CON. On the
90th day of life the animals were euthanized and the obesity was evaluated by the
weight of the white adipose tissue deposits (WAT) and the Lee Index calculus. The
kidney was removed, weighted and submitted to histological techniques for
histomorphometric analysis. The data was expressed as mean+SEM with Anova
Two-way (p<0.05) variance analysis. In this study, the animals from the groups
MSG present lower corporal weight and smaller nasal-anal length, but they
presented high adiposity when compared to group CON (p<0.05). Notable
alterations in the renal morphology were found in group MSG, such as, smaller
diameter of the glomerular tuft, area of the glomerular tuft, area of Bowman’s
capsule, area of Bowman’s space and renal cortical thickness, when compared to
the same renal parameters in the group CON (p<0.05). Thus, the kidney of the
group MSG was significantly smaller than the group CON (p<0.05), besides
presenting intense renal tubular degeneration. In MSG-E,p animals, the weight of

the kidney was reduced in relation to group MSG-Ens (p <0.05). In MSG-Syp,
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MSG-Eys and MSG-Eyp animals there was an increase in the cortical thickness in
relation to group MSG (p<0.05). In MSG-Ens and MSG-Eyp animals there was a
reduction of the tubular degeneration in relation to group MSG and the MSG-E\p
group also presented reduction of renal tubular degeneration when compared to
group MSG-Syp (p<0.05). Jointly, our data showed that MSG-obese rats had
intense glomerular and tubular degeneration, similar to the degeneration observed
in the progression of chronic renal disease. The exercise and the VD were
effective in increasing the thickness of the renal cortex, and when associated, they
protected from tubular degeneration having, this way, an important role in the

prevention of renal injury.

Key words: monosodium glutamate, obesity, vitamin D, physical exercise, kidney.
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1. INTRODUCAO GERAL

O aumento da prevaléncia de obesidade e sobrepeso tem sido descrito
como uma epidemia global que atinge adultos e criancas em paises
economicamente desenvolvidos e em paises que continuam a enfrentar desafios
econdmicos (NG et al., 2014; COMINATO et al., 2018). A obesidade e 0 excesso
de peso sdo causados por um desequilibrio na homeostase energética entre as
calorias consumidas e aquelas gastas (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2016). Um aumento na ingestdo de alimentos de alto teor calérico e diminuicdo da
atividade fisica devido ao estilo de vida cada vez mais sedentario sdo os
principais fatores que causam desequilibrio energético (TADA; MIURA, 2018).

Disfuncdes renais sédo eventos frequentes em individuos obesos e podem
ser agravadas pela presenca de Sindrome Metabdlica (SM) e do Diabetes Mellitus
Tipo 2 (DM2). Portanto, compreender a fisiopatologia renal em individuos obesos
€ fundamental para evitar ou atenuar efeitos deletérios sobre a saulde
(MCCULLOUGH, 2011).

A obesidade pode ser induzida experimentalmente em roedores pela
administrac@o neonatal de glutamato monossodico — o denominado modelo MSG.
Dentre as regides hipotalamicas destruidas pelo MSG estad o nucleo arqueado
(ARQ), considerada a mais importante regido para o controle hipotalamico do
metabolismo energético (LOBATO et al., 2011), visto que, o ARQ ¢é sede para
diferentes sinais periféricos que controlam ingestdo alimentar e gasto energético
(ROUTH et al., 2014; KOHNO et al., 2016; MORSELLI et al., 2018). Deste modo,
roedores MSG desenvolvem uma série de anormalidades neuroenddcrinas ao
longo do crescimento, que resultam em obesidade com perfil metabdlico similar a
SM encontrada em humanos obesos (GRASSIOLLI et al.,, 2006; CUNHA et al.,
2010).

Estudos sugerem que o estilo de vida sedentario e a deficiéncia de
vitamina D (VD) aceleram a ocorréncia de SM e que niveis plasmaticos
adequados de VD sao necessarios para os efeitos metabolicos do exercicio fisico
regular (EFR), como o aumento das adipocinas antiinflamatdrias, o que interferiria
positivamente na regulacdo da homeostase energética, lipidica e no metabolismo
da glicose (HOSEINI; DAMIRCHI; BABAEI, 2017).
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Diante do exposto, torna-se de grande importancia cientifica, pesquisar os
efeitos da suplementagdo da VD e a pratica EFR nos parametros
histomorfométricos renais de roedores obesos-MSG, a fim de conhecer possiveis
mecanismos de acao, principalmente na prevencao e/ou tratamento de alteracfes

renais induzidas pela obesidade.

1.1 Sistema Renal e Doenca Renal Crénica

A funcdo bésica dos rins € filtrar o sangue, removendo as toxinas da
corrente sanguinea, mas conservando também sais, glicose, proteinas e agua,
assim como susbtancias adicionais essenciais a saude. Os rins possuem um
papel vital na regulacdo de eletrélitos, manutencdo do equilibrio acido-basico,
regulacdo da PA e producdo de varios hormonios, incluindo calcitriol (metabdlito
ativo da VD), eritropoietina (envolvidos na producdo de glébulos vermelhos) e
renina (controle da PA) (WANG; GARRET, 2017).

O rim é dividido em duas estruturas principais, cortex renal e medula renal,
ambos contendo segmentos de néfrons, a principal unidade funcional do rim. Dois
tipos de néfrons sdo encontrados no rim de animais: néfrons corticais, que sdo
mais curtos, e 0s néfrons justamedulares, mais longos, cujo corpusculo renal esta
situado no cértex e as partes tubulares lozalizadas na medula.
Cada néfron contém um tufo de capilares glomerulares (o glomérulo), o qual esta
invaginado dentro da cépsula de Bowman, uma extremidade proximal dilatada do
néfron e semelhante a uma bolsa (GARTNER; HAIATT, 1999).

A regido da capsula de Bowman onde entram 0s vasos que suprem e saem
0s que drenam o glomérulo é conhecida como pdlo vascular. O glomérulo é
suprido pela curta e retilinea arteriola glomerular aferente e drenado pela arteriola
glomerular eferente. A regido de continuagéo entre o corpusculo renal e o tabulo
proximal, o qual drena o espaco de Bowman, é chamada pdlo urinario. O tubulo
proximal formado por epitélio cubico simples tem como principais funcbes a
reabsorcdo de 80% de agua, sodio (Nat+) e cloreto (reduzindo o volume do
ultrafiltrado) e de 100% de proteina, aminoacidos, glicose e bicarbonato
(GARTNER; HAIATT, 1999).

O filtrado que sai do glomérulo entra no espago de Bowman através de

uma barreira de filtracAo composta por trés estruturas: parede endotelial do
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capilar, lamina basal e camada visceral da cipsula de Bowman (os podécitos). O
fluido filtrado passa por um tubulo longo (composto por secdes distintas dos
tubulos- tubulo contorcido proximal, algca de henle, tdbulo contorcido distal, tabulo
coletor) onde € convertido em urina a caminho do rim, ureteres e, posteriormente,
para a bexiga (armazenamento) e uretra (que libera a urina para fora do corpo)
(WANG; GARRET, 2017). Proximo a regiao vascular, localiza-se o tubulo distal,
formado por epitélio cubico simples, que esta subdividido em parte reta, o qual,
sendo a continuacdo do ramo delgado ascendente da alca de Henle, € também
conhecido como ramo ascendente espesso da alca de Henle e parte contorcida
(tubulo contorcido distal). A principal funcdo do tubulo contorcido distal € a sua
resposta a aldosterona reabsorvendo o Na+ e cloreto da luz. Interposta entre o
ramo ascendente espesso e o tubulo contorcido distal esta uma regido modificada
do tubulo distal conhecida como mécula densa, cuja principal fungdo é monitar o
nivel de Na+ e o volume do ultrafiltrado na luz do tabulo distal. A macula densa
contata e se comunica com as ceélulas justaglomerulares, que séo células
musculares lisas modificadas localizadas na tunica meédia das arteriolas
glomerulares aferentes (e menos frequentes nas eferentes), que contém granulos
especificos que contém a enzima proteolitica renina. Dessa forma, a principal
funcdo das células justaglomerulares é sintetizar e liberar renina na corrente
sanguinea, responsavel por iniciar a formacdo eventual da angiotensina Il
(GARTNER; HAIATT, 1999).

A les@o traumatica no rim pode comprometer a fungéo renal e levar a leséo
renal aguda ou mais danos sutis as estruturas do néfron que ao longo do tempo
pode levar a doenca renal crénica (DRC) ou outras complicacbes
cardiovasculares (por exemplo, Hipertensédo Arterial Sistémica - HAS, hipertrofia
cardiaca, etc.) (WANG; GARRET, 2017). Até o momento, Varios mecanismos
hipotéticos, incluindo estresse oxidativo, alteragcbes do sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA) e transportadores de Na+, atividade simpatica
renal, efeito de glucocorticoide, regulacdo epigenética, e as diferencas entre os
sexos foram relatadas como estando associadas ao desenvolvimento alterado da
estrutura ou funcao renal (SHARMA, 2015; TAIN; HSU, 2017).

A DRC é caracterizada por perda progressiva de néfrons causados pelo
aumento da pressdao intraglomerular e hiperfiltracdo. A DRC esta associada a uma

alta prevaléncia de véarios outras doencas, e se tornou um problema de saude
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mundial devido a altos custos econdmicos envolvidos no diagnostico e tratamento
da DRC (YAMASHITA et al., 2008).

Os mecanismos patogénicos que levam a DRC convergem em uma via
comum que resulta em fibrose intersticial progressiva, perda capilar peritubular
com hipdxia e destruicdo de néfrons funcionais devido a atrofia tubular. O
recrutamento intersticial de leucdcitos inflamatérios e miofibroblastos ocorrem
precocemente nos rins destinados a desenvolver fibrose. Mondcitos circulantes
sao recrutados por moléculas quimioatrativas secretadas localmente, facilitadas
por moléculas de adeséo leucocitaria. Macréfagos funcionalmente heterogéneos
secretam muitas moléculas promotoras de fibrose, mas sob algumas
circunstancias elas também podem servir como um papel protetor de eliminacao.
Tdbulos, células inflamatérias e miofibroblastos sintetizam as moléculas que
ativam as cascatas fibrogénicas, sendo a mais importante delas o fator de
transformacao do crescimento B (TGF-B). O TGF-B pode direcionar as células a
assumirem um fendtipo profibrético ou pode fazé-lo indiretamente apés estimular
a sintese de outras moléculas fibrogénicas, como o fator de crescimento do tecido
conjuntivo e o inibidor do ativador do plasminogénio-1 (EDDY, 2005).

Dessa forma, apronfundar o conhecimento e o desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos para a DRC parecem promissores, principalmente agindo na

interferéncia dos componentes da cascata fibrogénica e inflamatéria.

1.2 Obesidade e o Sistema Renal

Pesquisas conduzidas sobre a obesidade e suas complicacbes nas duas
Gltimas décadas transformaram o conceito ultrapassado de Tecido Adiposo
Branco (TAB), que era visto apenas como um depdsito de energia. O TAB é agora
reconhecido como um 06rgéo ativo e inflamatorio capaz de produzir uma ampla
variedade de fatores conhecidos como adipocinas que participam através de
mecanismos enddcrinos, paracrinos, autécrinos ou justacrinos em uma grande
variedade de processos fisiologicos ou fisiopatologicos, regulando a ingestao de
alimentos, sensibilidade a insulina, imunidade e inflamacdo (FRANCISCO et al.,
2018).

A obesidade causa varios problemas de salude aumentando o risco de

desenvolver DM2, dislipidemias (DLP), HAS, doenca cardiovascular (DCV),
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doenca hepatica gordurosa, certos tipos de cancer, deméncia, apnéia obstrutiva
do sono, entre outros. O aumento do excesso de peso e obesidade reduz a
expectativa de vida em 5 a 13 anos, aumenta os gastos com a saude em 50 a
200% e altera dramaticamente a qualidade de vida (PETEERS et al., 2003; TADA,
MIURA, 2018).

A SM é definida por um conjunto de fatores fisiologicos, bioquimicos,
clinicos e metabdlicos interconectados que aumentam diretamente o risco de
DCV, DM2 e mortalidade por todas as causas. Sabe-se que a inflamacao crénica
esta associada a obesidade visceral e a resisténcia a insulina (RI), que é
caracterizada pela producéo de adipocitocinas anormais, como o fator de necrose
tumoral-a (TNF-a), interleucina-1 (IL-1), IL-6, leptina e adiponectina. A interacéo
entre componentes do fendtipo clinico da sindrome com seu fendtipo biologico
(RI, DLP, etc.) contribui para o desenvolvimento de um estado pré-inflamatorio e
uma inflamacéo vascular cronica subclinica que modula e resulta em processos
ateroscleroticos (KAUR, 2014).

A Federacdo Internacional de Diabetes (IDF, 2006) e as Diretrizes
Brasileiras de Obesidade (ABESO, 2016) tem proposto que os critérios de SM
incluam pelo menos trés dos quatro principais componentes da doenca -
obesidade abdominal, RI, DLP e HAS.

Estudos mostram um aumento da incidéncia de DRC em pacientes com
SM (BRATOEVA et al.,, 2017). Uma associacdo positiva entre HAS, DM e
hiperlipidemia com incidéncia e progressdo da DRC foi estabelecida com a
obesidade como um fator de risco independente para o seu desenvolvimento (DAI
et al.,, 2016; ZAMMIT et al., 2016). Supde-se que 0s principais componentes da
SM - obesidade, Rl ,DLP e HAS - estejam ligados ao dano renal através da
liberacdo sistémica de varios mediadores pro-inflamatérios, como acido Urico,
proteina C-reativa (PCR) e estresse oxidativo generalizado, que causam um
desequilibrio nos principais fatores vasoativos e, portanto, disfuncdo endotelial,
deteriorando a funcéo renal (AGRAWAL et al., 2009; BRATOEVA et al., 2017).
Pacientes com SM apresentam doenca microvascular caracterizada por
microalbumindria, diminuicdo da Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG), atrofia
tubular, fibrose intersticial e glomeruloesclerose (JOYCE et al., 2018).

A HAS é uma das duas principais causas de DRC e a prevaléncia

€ ainda maior se estiver associada ao sobrepeso ou a obesidade (JONES et al.,
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2012). A obesidade é um fator que promove maior reabsorcdo de Na+,
deterioragcdo da natriurese e expansdo do volume extracelular, alteragbes
associadas ao aumento da pressao arterial (PA) e hiperfiltracdo glomerular, além
da ativacdo do SRAA e do Sistema Nervoso Simpatico (SNS), exacerbacédo da
HAS e desenvolvimento de dano renal (RAHMOUNI et al. 2005; JOYCE et al.,
2018

O aumento da reabsorcéo renal de Na+ desempenha um papel importante
no inicio do aumento da PA associada ao excessivo ganho de peso, sendo que a
obesidade requer uma PA mais alta que o normal para manter o equilibrio de
Na+, indicando natriurese com pressao renal prejudicada. Pelo menos trés fatores
principais parecem prejudicar a natriurese da pressado renal e aumentar a PA
durante o ganho de peso rapido e excessivo: (1) compressao fisica dos rins
devido ao aumento da gordura visceral, retroperitoneal e do seio renal; (2)
ativacdo do SRAA, incluindo ativacdo de receptores mineralocorticoides (MRS)
independentes de aldosterona; e (3) ativacdo do SNS, especialmente aumento da
ANSR. Além disso, a DRC pode, por um periodo muito mais longo, ampliar os
efeitos da pressdo desses mecanismos, tornando a HAS associada a obesidade
mais dificil de controlar e menos facilmente revertida pela perda de peso (HALL et
al., 2015).

A RI, por sua vez, é capaz de induzir vasoconstricdo do endotélio por
antinatriurese e retencdo de Na+, e também aumenta a ativacdo e acumulo de
lipidios que estdo associados com lesdo renal na SM. Outros fatores que tém
associados a RI e ao dano renal sdo: a proteina de ligacdo a elemento regulador
de esterol 1, o fator de transformacéo do crescimento B1 (TGF-B1), o depdsito de
goticulas lipidicas em células tubulares e o acumulo de matriz extracelular
intersticial por insulina (HAO et al., 2012; LOPES et al., 2016). O fator de
crescimento semelhante a insulina-1 (IGF-1) e a diferenciacdo da vascularizacdo
das células musculares induzem o fator de crescimento do tecido conjuntivo com
acOes pro-fibroticas em células tubulares renais (KINASHI et al., 2017; Xl et al.,
2017).

O endotélio, uma monocamada de células que reveste a parede luminal
dos vasos sanguineos, regula a interacdo celular e a circulagdo de proteinas
com células que residem na parede vascular, a homeostase vascular e

o controle das funcdes vasculares renais. A disfuncdo endotelial é considerada
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uma manifestacdo de doenga vascular e participa ativamente do
desenvolvimento da aterosclerose, um fator importante na patogénese
DM, HAS e nefropatia diabética (ND), juntamente com microalbuminudria (GARG;
BAKRIS, 2002).

A insulina causa vasodilatacdo do endotélio através da acdo do oxido
nitrico (NO), sendo que a insulina intervém em varios pontos na via de sinalizacao
do NO, pois favorece o transporte do precursor do NO e L-arginina, aumenta a
atividade das sintases do NO e, portanto, infere a producéo deste vasodilatador.
Em condi¢bes de RI, SM, DM e HAS, a vasodilatagdo do endotélio € claramente
danificada (JOYCE et al., 2018). Essa disfuncdo e o aumento do NO contribuem
para a hiperfiltracdo renal, um processo inicial caracteristico de dano renal. Na
nefropatia avancada associada a HAS e proteindria, ha uma perda progressiva ha
biodisponibilidade do NO, causada por varios fatores (PRABHAKAR, 2004).
Estudos em animais experimentais forneceram informagdes sobre os mecanismos
ligados as alteracGes cardiovasculares e renais associadas a obesidade. As
alteracdes metabdlicas, endocrinas, cardiovasculares e renais causadas pela
obesidade induzida pela dieta nesses animais experimentais sao similares as
mudancgas observadas em humanos obesos. Por exemplo, a hiperfiltragdo
glomerular observada no inicio da obesidade pode ser substituida por um declinio
gradual na TFG, porque a leséo renal e a perda do néfron ocorrem em associacao
com HAS prolongada, DM e DLP (HALL et al., 2014).

A obesidade causa varias alteragbes estruturais, hemodinamicas e
metabdlicas no rim. A maioria destas é provavel que sejam respostas
compensatérias ao aumento sistémico da demanda metabdlica que se observa
com a obesidade. Em alguns casos, no entanto, a lesdo renal torna-se
clinicamente aparente como resultado da falha compensatéria. A glomerulopatia
relacionada a obesidade (GRO) é o mais conhecido de tais estados de doenca.
Fatores que podem sensibilizar individuos obesos para insuficiéncia
compensatoéria renal e lesdo associada incluem a gravidade e o numero de
condicbes ou complicacdes associadas a obesidade, incluindo componentes da
SM e o desajuste do tamanho corporal em relacdo a massa de néfrons, devido a
reducdes de néfréns de origem congénitas ou adquiridas (TSUBOI et al., 2017).

Caracteristicas tipicas da histopatologia renal para a GRO incluem

glomerulomegalia e glomerulosclerose segmentar focal (GESF). A
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glomerulomegalia € muito provavel como resultado de anormalidades na
hemodindmica renal associada a obesidade, incluindo aumento do fluxo de
sangue renal e TFG (CHAGNAC et al.,, 2000; CHAGNAC et al., 2003). Os
capilares glomerulares de pacientes com GRO parecem aumentar em numero,
sugerindo uma nova formacdo de microvasos. A expressao de fatores de
promocao do crescimento capilar, como o fator de crescimento endotelial vascular
€ aumentada nos tecidos glomerulares de pacientes GRO, apoiando essa idéia
(WU, 2006).

Chen et al. (2017) avaliaram a relacéo entre adiposidade visceral e funcéo
renal e estimou o risco de DRC em uma populacéo adulta relativamente saudavel
em Taiwan. Este estudo envolveu 23.570 individuos com idade =18 anos.
Conforme apontam os resultados, os individuos com maior adiposidade visceral
apresentaram riscos aumentados de DRC. Segundo estes autores, uma avaliacao
da adiposidade visceral poderia ser uma ferramenta aplicavel para a deteccao
precoce de DRC em adultos relativamente saudaveis, especialmente em homens.

Ha& poucos estudos sobre alteracbes estruturais nos tubulos renais
associados a obesidade. A analise morfométrica pode ser dificultada pela
complexidade estrutural dos tubulos renais. Um estudo de amostras de bidpsia de
pacientes proteindaricos encontrou que a area de secao transversal das células
epiteliais tubulares proximais era 33% maior e o lumen tubular proximal 54%
maior do que nos pacientes nao obesos proteindricos (TOBAR et al., 2013).

Segundo Wisse (2004) a obesidade é uma condi¢do inflamatoria cronica de
baixo grau, na qual o tecido adiposo serve como fonte de citocinas inflamatorias.
O tecido adiposo visceral produz menos adiponectina e mais citocinas pro-
inflamatorias, incluindo o TNF-a e a IL-6, que podem induzir Rl e promover a
disfuncdo endotelial. Os adipécitos podem facilitar a vasculogénese localmente e
nos orgaos distais secretando fatores angiogénicos (HAMDY; PORRAMATIKUL;
AL-OZAIRI, 2006).

Assim, é provavel que muitos efeitos deletérios da obesidade sobre a
estrutura e funcdo renal possam ser resultantes da acdo de citocinas pro-
inflamatorias, tais como TNF-a, IL-6 e proteina quimiotatica de monocitos-1 (MCP-
1) que sao segregadas pelos componentes da infiltracdo de macrofagos no tecido
adiposo para induzir alterac6es no fenotipo celular gerando uma amplificacdo do
processo inflamatorio (GUZIK; MANGALAT; KORBUT, 2006). Os niveis de TNF-q,
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abundantemente produzidos pelos adipdcitos, é positivamente correlacionada
com o grau de obesidade e de concentragdo de insulina no plasma, diminuindo
guando melhora a sensibilidade insulina. O TNF-a induz a RI através da reducéo
da atividade de GLUT4 em tecido adiposo, sendo capaz de produzir a disfuncéo
endotelial mediada por indugdo da expressédo de moléculas de adesdo em células
endoteliais e do muasculo liso. A IL-6 é outra citocina pré-inflamatéria que se
correlaciona com o peso corporal e a RI. Estudos experimentais tém demonstrado
que o bloqueio da IL-6 evita a progressdo da proteindria e deposicao de lipidos
renal e a proliferacdo de células mesangiais, na presenca de hiperlipoproteinemia
grave. A MCP-1, cuja expressdo em condi¢cées normais € indetectavel, pode ser
induzida por outras quimiocinas sendo um mediador chave na aterogénese. E
interessante notar que a reducdo de peso em pacientes obesos é acompanhada
por uma diminui¢do concomitante nos seus niveis (NAVARRO; ARDILES, 2015).

A via final comum da DRC é caracterizada pela progressiva fibrose
glomerular e/ou tabulo-intersticial, lesé@o capilar peritubular por hipéxia e perda de
funcionamento dos néfrons por esclerose glomerular e atrofia tubular,
independentemente do mecanismo primario que desencadeou a lesdo renal.
Nesse processo fisiopatologico de progressédo da leséo renal tem sido cada vez
mais detectada a participacdo dos mecanismos inflamatérios (EDY, 2005;
VIANNA et al., 2011).

Segundo James, Hemmelgar e Tinelli (2010) existem estratégias eficazes
para retardar a progressédo da DRC e reduzir o risco cardiovascular. O tratamento
da PA elevada é recomendado para todos os individuos ja diagnosticados com
DRC ou para individuos que estdo com risco de desenvolvé-la. O uso de
inibidores da enzima conversora da angiotensina ou bloqueadores dos receptores
da angiotensina é usado de preferéncia para pacientes com DRC diabética ou
aqueles com o distarbio ndo-diabético proteinarico. O controle glicémico pode
ajudar a prevenir o inicio dos estagios iniciais da DRC em individuos com

diabetes.

1.3 Vitamina D

No inicio dos anos 1970, a 1,25-di-hidroxivitamina D3 [1,25 (OH) 2D3] foi

identificada como a forma exclusiva e metabolicamente ativa da VD e um
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componente chave do que provou ser um sistema enddécrino requintado que
regula numerosos processos biologicos em vertebrados superiores (PIKE;
CHRISTAKOS, 2017).

O metabolismo da VD € um processo complexo que ocorre dentro de
multiplos 6rgdos do corpo humano e uma de suas fun¢des mais reconhecidas &
manter a homeostase do célcio e controlar o metabolismo ésseo. Tudo comeca
com o 7-DHC que, quando exposto a luz UVB na pele humana, se transforma em
vitamina D3 (colecalciferol) através do isémero intermediario pré-vitamina D3.
Alternativamente, uma pequena porcdo de vitamina D3 pode ser ingerida
diretamente pelo consumo de produtos de origem animal (especialmente 6leo de
peixes). Outra forma isomérica, a vitamina D2 (ergocalciferol), ndo € sintetizada
pelo nosso préprio corpo, mas pode ser extraida de algumas plantas e fungos. A
vitamina D2 e uma pequena quantidade de vitamina D3 sdo absorvidas no
intestino delgado por meio de difusdo passiva e transportadores de colesterol
(REBOUL et al., 2011). Ambas as formas se comportam de maneira semelhante
e passam pelo mesmo processo metabdlico e quando ativadas se ligam ao
receptor da VD (VDR), embora o metabdlito ativo da vitamina D3 tenha provado
ser mais potente (HEANEY et al., 2011).

A VD sintetizada por via cutdnea ou ingerida é subsequentemente
transportada para o figado, normalmente ligada a uma proteina de ligacdo a
vitamina D (DBP), onde a hidroxilagdo na posi¢cdo 25 pela enzima CYP2R1
hepética (25-hidroxilase) produz 25-hidroxivitamina D (25(OH)D). A VD ingerida é
absorvida pelas células intestinais e transportada por quilomicrons na linfa antes
de ser entregue a corrente sanguinea (SCHUSTER, 2011; QUESADA-GOMEZ;
BOUILLON, 2018).

A 1,25(0OH)2D hormonalmente ativa € produzida no tabulo renal proximal
pela enzima citocromo p450, familia 27, subfamilia B, polipéptido 1 (CYP27B1
mitocondrial-1a-hidroxilase), ap6és uma segunda hidroxilacdo na posi¢éo 1. Esta é
a Unica enzima do citocromo p450 capaz de realizar esta reagdo como foi
claramente demonstrado pela auséncia total de 1a, 25 (OH) 2D em camundongos
ou humanos com delecéo bi-alélica do gene para CYP27B1 (QUESADA-GOMEZ;
BOUILLON, 2018).

De acordo com Quesada-Gomez e Bouillon (2018), h& condi¢des

especificas em que a atividade das enzimas do citocromo pode ser anormal,
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como por exemplo, em individuos que fazem uso de anticonvulsivantes,
corticosteréides, alguns antiretrovirais e drogas antituberculose, e em outras
doencas que apresentam anormalidades nas concentracbes de VD como na
insuficiéncia hepatica avancada, obesidade, ma absorcao intestinal, sindrome
nefrética ou DRC.

O VDR foi descoberto inicialmente em tecidos envolvidos na regulacdo da
homeostase do calcio e fosfato, como, intestino, 0ssos, rins e paratireoides.
Sendo que estes tecidos possuem 0s mais altos niveis de expressao do VDR,
sendo que este achado nao foi surpreendente. No entanto, como a expresséo do
VDR emergiu em outros tecidos, ficou claro que a acédo da VD em muitos alvos
celulares ndo estava relacionada a regulacdo mineral, sugerindo a probabilidade
de funcdes adicionais de hormonio da VD (PIKE et al., 2017).

Atualmente, sabe-se que o VDR é expresso em muitos tipos de células
que ndo regulam o célcio, incluindo fibroblastos dérmicos e queratinécitos da pele,
células imunes, tipos celulares cardiovasculares selecionados e componentes
celulares de varios outros tecidos (WANG; ZHU; DELUCA, 2012). A literatura
moderna mostra que a VD regula a expresséo génica associada a autoimunidade,
tumores e infeccbes e o faz controlando a ativagdo do VDR, que é um receptor
nuclear tipo 1 e um fator de transcricdo de acido desoxirribonucleico (DNA)
(MANUCHA; JUNCOS, 2017).

A insuficiéncia de VD é comum em individuos com obesidade, e a relacao
exata ainda nao foi identificada. O tecido adiposo € um local de armazenamento
para VD lipossoluvel, e altos niveis de VD foram encontrados no tecido adiposo
de pessoas obesas, apesar destas pessoas serem consideradas deficientes em
VD (DIX; BARCLEY; WRIGHT, 2018). Acredita-se que a VD, que € solavel em
gordura, é sequestrada no tecido adiposo, 0 que resulta em niveis mais baixos em
obesos. Isso significaria que a obesidade causa deficiéncia de VD e nédo o
contrario (SKAABY; THUESEN; LINNEBERG, 2017).

Ha evidéncias experimentais de que concentracdo de VD na gordura
subcutanea aumenta com a suplementacdo de VD, e um estudo in vitro sugere
que adipécitos de pessoas obesas com Rl podem ter comprometimento da
liberagdo de VD (DIDRIKSEN et al., 2015; DI NISIO et al., 2017). Os adipocitos
expressam 1-hidroxilase que ativa 25(OH)D, mas também 24-hidroxilase, que

inativa 25(OH)D. A atividade das enzimas pode ser alterada na obesidade, que
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poderia afetar a quantidade de 25(OH)D disponivel para liberacdo no soro. No
entanto, a distribuicdo e concentragcdo de 25(OH)D na gordura subcutanea e
omental ndo diferem entre pessoas obesas e com peso normal, e a correlagéao
entre 25(0OH)D na gordura subcutanea e soro é semelhante em obesos e
individuos com peso normal (WAMBERG et al., 2013; CARRELLI et al., 2017);

Outras possibilidades de deficiéncia de VD em obesos incluem diminuigéo
de atividades ao ar livre, sintese prejudicada na pele da VD, maus habitos
alimentares, alteracdes na sintese no figado a partir de doenca hepatica
gordurosa nao alcodlica (DHGNA), degradacdo aumentada de 25(OH)D causado
pelo aumento da atividade do citocromo P (CYP) 24A1, diminui¢do da sintese de
1,25(0OH)2D causada por alteragdo da atividade 1-a hidroxilase e feedback
negativo causado pelo aumento dos niveis de horménio paratireoide (PTH) e
calcitriol (CHAKHTOURA; RAHME; EL-HAJJ FULEIHAN, 2017). Uma explicagéo
alternativa da deficiéncia de VD € que a producdo de 1,25(0OH)2D esta
aumentada em individuos obesos exercendo também um feedback negativo
sobre a sintese hepatica de 25(0OH)D (BORGES et al., 2018).

Outro mecanismo da deficiéncia de VD em obesos é provavelmente a
diluicdo volumétrica de 25(OH)D em maior volume tecidual. A implicacdo clinica
deste efeito de diluicdo volumétrica € que pessoas obesas precisardo de doses
maiores de VD do que pessoas com peso normal para atingir o mesmo nivel
sérico de VD, mas a cessacdo da suplementagcdo pode ter uma diminuicdo mais
lenta da VD sérica por causa da redistribuicdo de outras reservas de tecido. Por
outro lado, pessoas com baixo peso corporal teriam um grande aumento na VD
sérica apods a dosagem (por causa do menor volume de distribuicdo), mas se
tornariam deficitarias rapidamente novamente se a suplementacdo fosse
interrompida (devido ao menor armazenamento de tecido) (WALSH; BOWLES;
EVANS, 2017).

Existem estudos avaliando os efeitos renais da VD, sendo essa area de
pesquisa particularmente importante, pois, independentemente de sua natureza, a
DRC aumenta o risco cardiovascular (HOLICK, 2007). Assim, a protecéo renal
induzida pela VD pode indiretamente reduzir o risco cardiovascular, reduzindo a
progressdo da doenca renal (DR). Proteger o dano renal com VD pode se tornar
uma meta terapéutica ndo apenas para prevenir a progressao de DCV ou renais,

mas também para satisfazer as multiplas necessidades da VD, pois o rim, embora
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nao seja o Unico regulador da 1,25(0OH)2D, continua a ser o principal produtor
desse metabdlito de VD mais ativo e, como resultado, a lesdo renal avancada
pode ter consequéncias significativas ndo apenas no metabolismo 0sseo
(raquitismo, osteomalacia, hiperparatiroidismo secundario), mas também em
outros sistemas organicos, incluindo proliferacdo celular, diferenciacdo e
angiogénese (MANUCHA; JUNCOS, 2017).

Varios estudos indicam que a VD também parece desempenhar um papel
protetor contra o desenvolvimento da HAS (GELEJINSE, 2011). Estudos em
animais demonstraram que a deficiéncia de VD est4d associada a HAS por
mecanismos que revelam um efeito direto sobre o eixo SRAA. Uma sinalizagao
alterada de VD em diferentes modelos animais pode estar envolvida nas doencas
como HAS, hipertrofia cardiaca e aterosclerose (SCRAGG; SOWERS; BELL,
2007). O SRAA intrarrenal € um fator chave para danos renais e a deficiéncia de
VD ativa o0 SRAA local no rim e, portanto, causa leséo renal. Sabe-se que a VD é
um regulador negativo do SRAA suprimindo a expressdo da renina (LI et al.,
2002).

Além disso, modelos humanos e experimentais de DRC bem como ensaios
clinicos sugerem que a VD ativa e/ou seus analogos s&do renoprotetores,
resultando em uma atenuacao de proteinuria, inflamacéo, glomeruloesclerose e
fibrose intersticial, melhorando assim as func¢des renais (LUCISANO et al., 2013).
A suplementacdo farmacoldgica de VD pode ser uma estratégia racional para
deter o ciclo vicioso entre sua deficiéncia e declinio na funcéo renal em pacientes
com DRC (SANTORO et al., 2015).

O factor nuclear kappa B (NF-Kb) regula uma ampla gama de genes
envolvidos na inflamacéo proliferacdo e fibrogénese que sdo conhecidas por
desempenhar papéis importantes na doenca renal. O NF-kB é uma familia de
fatores de transcricdo que funcionam como um regulador da resposta imune. A
VD suprime a ativagdo do NF-kB, parcialmente bloqueando sua translocagao
nuclear e interromper sua ligacdo ao DNA. Investigacdes recentes mostraram que
o paricalcitol protege contra danos nos rins bloqueando a atividade do NF-kB e
reduzindo a inflamag&o em modelos experimentais de DR (LI, 2013).

Estresse oxidativo, HAS, e citocinas inflamatérias estdo associadas a

alteracdes renais e cardiovasculares e a VD melhora o perfil hemodinamico,
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lipidico, assim como possui efeitos antioxidantes, que poderiam explicar seus
efeitos protetores tanto a nivel cardiaco quanto renal (SHAMARDL et al., 2017).

Esses efeitos benéficos do tratamento em areas além da funcdo éssea
podem ter provocado o aumento acentuado do uso de terapias com VD. Da
mesma forma, diretrizes e conselhos de diretores médicos apoiaram ainda mais o
uso disseminado da suplementacdo de VD, com uma ingestdo recomendada de
400 Unidades Internacionas (Ul) por dia para aqueles com 4 anos ou mais no
Reino Unido (SCIENTIFIC ADVISORY COMMITTEE ON NUTRITION, 2016;
PEREIRA-SANTOS et al., 2015).

Os efeitos adversos da suplementacdo de VD parecem ser raros
(RAZZAQUE, 2017). A toxicidade da VD esta associada ao aumento da absorcéo
de calcio do intestino e hipercalcemia. Além disso, o0 excesso de VD pode
aumentar a reabsorcdo 6ssea, aumentando ainda mais os niveis de célcio. A
recomendacdo de concentracdo sérica ideal de 250HD ¢é de 50 a 150nM (20 a 60
ng/ml) para criancas e adolescentes e 75 a 200 nM (30 a 80 ng/dL) para adultos
(HOLICK et al., 2011; LEGARTH et al., 2018). Além de hipercalcemia, os sinais
iniciais de intoxicacdo por VD sé&o hipercalciuria e hiperfosfatemia. Em caso de
overdose, hipercalcemia e/ou sintomas associados a hiperfosfatemia podem
ocorrer, tendo como exemplos: fraqueza, fadiga, dor de cabeca, perda de apetite,
boca seca, nauseas, vomitos, sintomas cardiovasculares e outros (LEGARTH et
al., 2018).

Em estudo realizado por Gaspar et al. (2017), com altas doses de VD
(3000 Ul/kg/dia (75 ug/kg/dia) em ratos, observaram beneficios metabdlicos,
como aumento da sensibilidade a insulina e diminuicdo da massa corporal, porém
também encontraram danos significativos nos rins, como congestao intersticial
acentuada e calcificagdo dos vasos, bem como danos intersticiais graves.

Para a suplementacdo geralmente recomenda-se ergocalciferol oral
(vitamina D2) ou colecalciferol (vitamina D3), sendo este dltimo o mais popular.
Preparacdes intramusculares podem ser usadas, embora isso raramente seja
necessario, tendendo a ser reservado para casos de ma absor¢cdo (NATIONAL
OSTEOPOROSIS SOCIETY, 2013). Ha relatos crescentes de toxicidade de VD
na literatura que parecem relacionar-se com erros de fabricacdo, erros de
prescricdo e uso crescente de alta dose na suplementacgéao de produtos (DAVIES;
POOLE; FELDSCHREIBER, 2014; TAYLOR; DAVIES, 2018).
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Portanto, é necessario realizar mais estudos que investiguem o uso da VD
em pessoas com obesidade, risco de HAS, aterosclerose, DCV, DRC, entre
outras doencas, para que além de estudar seus efeitos benéficos na prevencao
e/ou tratamento das mesmas, também investigar o envolvimento dessas

patologias no metabolismo da VD e o uso de doses que ndo causem toxicidade.

1.4 Exercicio Fisico

As evidéncias mostram que uma das mais importantes mudancas no estilo
de vida para a prevencdo de muitas doencas cronicas é o exercicio fisico, e como
consequéncia, o0 exercicio € agora reconhecido como um tratamento médico
(CARDINAL et al., 2015).

Programas regulares e consistentes de exercicios reduzem
significativamente os depdsitos de gordura abdominal, independentemente da
perda de peso. E reconhecido que mudancas na composicdo corporal -
particularmente uma reducdo nos depdsitos de gordura abdominal - sdo mais
importantes do que redugdes no peso corporal total, ou indice de Massa Corporal
(IMCY), no tratamento da SM. Reducdes nos depdsitos de gordura abdominal s&o
importantes porque a obesidade abdominal é um marcador de tecido adiposo
disfuncional, o qual secreta biomarcadores pro-inflamatérios, incluindo
prostaglandinas, PCR e citocinas, como IL-6, TNF-a e leptina (LEE et al., 2005;
DESPRES, 2008).

Como ja relatado anteriormente, a obesidade abdominal ou visceral tem um
papel central no desenvolvimento de um estado pro-inflamatério que esta
associado a SM e tem-se sugerido que 0 exercicio, como uma intervencao
médica, deve ser prescrito de acordo com o modo, intensidade, frequéncia e
duracdo (SWISHER, 2010). A prescricdo para 0 exercicio também deve ser
especificamente baseada nas capacidades e necessidades do individuo (PALEY;
JOHNSON, 2018).

O acumulo de gordura ectopica no tecido ao redor das visceras esta
diretamente relacionado ao desenvolvimento de RI. Acredita-se que a Rl seja o

denominador comum no desenvolvimento da SM. Além disso, evidéncias

Yimc = peso (kg)/altura (m)>.
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sugerem que a inflamacdo sistémica é um fator importante em seu
desenvolvimento, através do desenvolvimento de RI (BROOKS; BLAHA;
BLUMENTHAL, 2010).

A hiperatividade do eixo hipotalamo-hipdéfise-adrenal (HPA) € evidente na
obesidade abdominal e também esta associada a RI devido a um aumento nos
niveis de cortisol. O cortisol, secretado pelas glandulas suprarrenais, esta
envolvido na gliconeogénese, que aumenta 0 acucar no sangue em resposta ao
estresse. Dados epidemiologicos fornecem evidéncias de uma associacao
positiva significativa entre o aumento dos niveis de cortisol e o0 risco de
desenvolver DM2 e aterosclerose devido a falha em suprimir a inflamacao (NIJM;
JONASSON, 2009; KYROU, TSIGOS, 2008).

Outra caracteristica da SM, a HAS, que é o risco evitdvel mais comum
de fator de risco para DCV, incluindo insuficiéncia cardiaca, acidente vascular
cerebral, infarto do miocérdio, fibrilacdo atrial, doenca arterial periférica, DRC e
comprometimento cognitivo, sendo uma das principais contribuintes individuais
para todas as causas de mortalidade e incapacidade em todo o mundo, também
tem efeitos positivos em seu controle com o exercicio fisico (OPARIL et al.,
2018).

Existem multiplos mecanismos no desenvolvimento da HAS em pacientes
com DRC, incluindo ativacdo inapropriada do SRAA e o0 SNS, expansdo de
volume devido ao aumento da reabsorcdo de Na+, vasoconstricdo periférica,
aumento dos niveis de endotelina-1, inflamacdo e geracdo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), bem como reducédo da liberacdo de NO. Muitos desses fatores
aceleram o desenvolvimento da DR e aumentam o risco de DCV entre 0s
pacientes com DM e HA (DOJKI; BAKRIS, 2018).

Pechter et al. (2003) relataram que um programa de exercicio de 12
semanas de baixa intensidade baseado em natacdo em 26 pacientes com DRC
leve a moderada resultou em diminuicdo da PA, proteindria reduzida e uma leve
melhora na TFG. Isso foi associado a uma diminui¢cdo na presséo arterial sistolica
e diastodlica e no estresse oxidativo.

Estudos recentes sugerem que a atividade mitocondrial reduzida no DM
pode ser a base para a progressdo da DR, através do aumento da inflamacéo e
dos fatores proé-fibroticos, e o exercicio fisico auxiliaria na redugdo dos danos,

pois € um estimulo muito forte para a biogénese mitocondrial. Os ensaios clinicos
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tém demonstrado que o treinamento, especialmente o treinamento de alta
intensidade, pode retardar o inicio do DM e melhorar a Rl (HALLAN; SHARMA,
2016).

As melhorias induzidas pelo exercicio fisico na melhora da RI sem reducao
no peso corporal ou diminuicdo do tecido adiposo é provavelmente devido ao
aumento do teor de GLUT-4, elevada sintese de glicogénio ou atividade
enzimatica oxidativa aumentada. Os mecanismos responsaveis pelas melhorias
induzidas pelo treinamento de exercicios na glicemia podem estar intimamente
associados com o fluxo de glicogénio (HAYS; GALASSETTI; COKER, 2008).

Pacientes diabéticos com DRC e albuminiria geralmente desenvolvem
insuficiéncia renal progressiva (ROSSING et al., 2005). Portanto, os efeitos do
exercicio na albumindria e na progressao da DR nessa populacdo sdo de grande
importancia clinica. A albuminuria em pacientes DM2 est4 associada a disfuncao
endotelial e inflamacdo de baixo grau (STEHOUWER et al., 2002). O exercicio
estd associado a diminuicdo da inflamacédo e ha uma associacdo positiva entre
inflamacdo e microalbumindria (BARZILAY et al., 2004). Assim, pode ser
esperado que uma reducdo induzida pelo exercicio na inflamacdo e/ou no
estresse oxidativo diminua a proteinuria e diminua a progressdo da DR (SMITH;
BURTON, 2012).

O treinamento de intensidade moderada, além de beneficiar o controle
metabolico, melhora a funcdo renal, reduz a microalbumindria, restaura o
equilibrio oxidativo e aumenta a biodisponibilidade do NO em ratos diabéticos
induzidos por estreptozotocina (STZ) (KURDAK et al., 2010). O exercicio aerdbico
regular, especialmente previamente realizado, antes da inducdo de DM, melhorou
o controle metabdlico e tem acgéo renoprotetora sobre o rim diabético (AMARAL et
al., 2016). Coelho et al. (2010) demonstraram que o treinamento fisico realizado
antes do inicio da leséo renal é capaz de melhorar os parametros de estresse
oxidativo, possivelmente reduzindo a producao de oxidantes sem alterar a fungao
renal e o sistema de defesa antioxidante.

No estudo de De Souza et al. (2012), os resultados mostraram que o
treinamento fisico € um componente importante no tratamento da DRC, pois
exerceu influéncia positiva nos parametros de estresse oxidativo, principalmente

na reducdo da producdo de superdxido e dano oxidativo, assim como
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uma melhora no sistema de defesa antioxidante, como o aumento das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e glutationa peroxidase (GPX).

Neste contexto, identifica-se a necessidade de melhorar a compreensao do
papel do EFR sobre a obesidade e a DR, contribuindo na busca de alternativas de

intervencdes para a melhoria da qualidade de vida da populagcéo em geral.

1.5 Modelo MSG

Um modelo semelhante de SM pode ser obtido em ratos por administracéo
subcutanea de MSG, que, em doses elevadas, danifica as areas centrais
do hipotalamo como o ARQ e neurénios circunventriculares, sendo este modelo
denominado de modelo MSG (HIRATA et al.,, 1997). Durante a idade adulta,
roedores MSG apresentam crescimento atrofiado, obesidade leve, aumento do
acumulo de gordura, DLP, hiperleptinemia, hiperinsulinemia e RIl, o que o
caracteriza como um modelo de SM (GASPAR et al., 2016).

O modelo de roedores MSG apresenta aumento da modulacdo simpatica
da variabilidade da frequéncia cardiaca, barorreflexo alterado e € hipertenso
qguando adulto (KARLEN-AMARANTE et al., 2014). A ativacdo do SNS implica na
patogénese de componentes especificos da SM e estd associada ao aumento do
risco cardiovascular. Estudos em animais confirmaram que a ativagdo excessiva
do SNS exerce efeitos desfavoraveis sobre o sistema cardiovascular induzindo
hipertrofia cardiaca, remodelacdo arterial e disfuncdo endotelial (GRASSI, 2006).
Este aumento da atividade pode levar ao aumento da PA via vasoconstricdo
periférica e aumento da reabsorcdo tubular renal de Na+ (RHAMOUNI et al.,
2005).

O aumento do sistema nervoso autonomo renal (SNAR) observado em
roedores modelo MSG sugere que um fluxo simpético alterado para o rim pode
contribuir para a HAS leve no roedor obeso MSG e também sugere o
envolvimento do SRAA na obesidade do MSG; sendo que o aumento do SNAR
observado no modelo MSG pode ser devido ao aumento dos niveis de leptina
(MATTOS et al., 2012). Observou-se em rato MSG com 3 meses de idade um
aumento no nivel plasmatico de leptina em comparacdo com ratos controle

(MACHO et al., 2000). A leptina causa ativacdo simpatica em outros leitos que
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nao sao geralmente considerados termogénicos, como o rim e a glandula adrenal
(MATTOS et al., 2012).

Um estudo que se propds a investigar as caracteristicas de receptores de
angiotensina Il no tecido adiposo de roedores MSG, observou elevacdo de
proteina receptora angiotensisa 1 (AT1) e, menor ligagdo a angiotensina Il no
tecido adiposo neste modelo. Os autores sugeriram que poderia ser um defeito
geral na membrana celular dos adipdcitos para a obesidade MSG (PINTEROVA
et al., 2001; ZORAD et al., 2003).

Este modelo MSG também € caracterizado por hiperinsulinemia e maior
secrecdo de insulina associada a hiperglicemia precoce. Todas as disfuncdes
neste modelo sdo essenciais para fazer dos animais obesos e pré-diabéticos
MSG um bom modelo para estudar as doencas metabdlicas e seus disturbios
associados (MARTIN et al., 2016).

O acumulo excessivo de gordura abdominal é um fator de risco para o DM2
e esta associado a DLP e um aumento nos niveis séricos de cortisol. Um aumento
do cortisol também foi observado em animais alimentados com dietas com altas
doses de MSG (COLLISON et al., 2011).

O peso corporal dos roedores MSG é menor, uma vez que a regulacao da
liberacdo do hormdnio do crescimento nestes roedores é deficiente devido a
perda relativa do fator liberador do horménio do crescimento, embora a gordura
armazenada como o indice de Lee (IL) é muito grande, o que é uma caracteristica
incomum devido a falta de hormonio de crescimento neste modelo experimental
(HERMANUSSEN et al., 2006). A administracdo de MSG em roedores recém-
nascidos resulta em danos no ARQ e na eminéncia mediana do hipotalamo,
diminuindo a liberacdo do horménio liberador do horménio do crescimento, que
prejudica a secre¢cdo do hormdnio do crescimento pelos somatossomos da
hipdéfise anterior (GASPAR et al., 2016).

O modelo MSG também esta relacionado a danos renais, sendo que dados
publicados em estudos indicam que a fibrose renal esta associada ao consumo
cronico de MSG e o0 estresse oxidativo € a principal causa de lesdo renal
(SHARMA et al., 2014).

A presenca de receptores glutamatérgicos (Glu-Rs) foi demonstrada no rim
(CONTINI et al., 2017). Os receptores NMDA sdo amino tetraméricos receptores

de acido que atuam como canais de calcio da membrana. O receptor € delimitado
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pela ligacdo do L-glutamato e seu cofator L-glicina, permitindo que o célcio entre
na célula. O receptor foi bem descrito no sistema nervoso, onde a entrada de
calcio produz ativacdo de NO e producdo de NO. Recentemente, a presenca de
NMDA foi demonstrada no rim (LEUNG et al., 2002), onde exerce efeito tonico
vasodilatador na fluéncia do glomérulo e efeito pré-reabsorvente no tubulo
proximal (DENG; THOMSON, 2009).

A administracdo cronica de MSG em ratos produz hiperfiltracdo com
aumento da reabsorcéo tubular renal de Na+, potassio e agua, que com o tempo
pode causar alteracdo de ions, tendo efeitos em nivel renal e sistémico, tal como
insuficiéncia renal e HAS (MAHIEU et al., 2016). Também se observa alterac6es
nos sistemas antioxidantes e marcadores renais, incluindo subprodutos de
peroxidacao lipidica. Além disso, 0 MSG dietético aumenta o pH urinario em ratos
e a urina alcalina pode influenciar a capacidade renal de secretar ou reabsorver
metabdlitos que contribuem para a formacdo de célculos, como no caso dos
produtos com fosfato de célcio, com subsequente hidronefrose e fibrose
intersticial (SHARMA et al., 2013).

Em relacdo a alteracBes histopatologicas renais em ratos modelo MSG,
observam-se alteracdo de glomérulos e prejuizo tubulo-intersticial. Os glomérulos
apresentam diferentes estagios de degeneracdo, aumento do niumero de células
mesangiais e fibrose na capsula de Bowman. No cértex, ha atrofia focal ou
dilatacao dos tubulos com perda da borda em escova, deslocamento de nucleos
para o lumen tubular e descamacdo celular. Muitas vezes, os tubulos dilatados
apresentam cilindros de proteinas intratubulares. Fibrose de tecido intersticial
pode ser observada entre os tubulos danificados com leve acumulo de células
mononucleares. A retencdo de Na+ que leva a HAS foi acompanhada por
alteracdes patoldgicas, estresse oxidativo intrarrenal e reducdo da excrecdo de
NO (CONTINI et al., 2017).

Portanto, identifica-se a necessidade de mais estudos que busquem
compreender os efeitos do modelo MSG, no que fiz respeito as altera¢fes renais,
para dessa forma criar estratégias tanto de prevencéo quanto de tratamento que

visem minimizar os possiveis danos a este orgao.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos da suplementacdo cronica com VD associada a natacao

regular sobre aspectos estruturais e histomorfométricos renais em ratos obesos-

MSG.

2.2 Especificos

Verificar a influencia da suplementacdo com VD e do exercicio fisico sobre
0S parametros corporais de ratos obesos.

Verificar através da histomorfometria se a suplementacdo com VD
associada com o exercicio fisico interfere na estrutura renal de ratos
obesos.

Verificar se a suplementacdo com VD e o exercicio fisico podem interferir

na degeneracéo tubular renal de ratos obesos.
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3. METODOLOGIA

3.1 Animais

Os procedimentos experimentais estiveram de acordo com os Principios
Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) e foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animal (CEUA) da UNIOESTE (em anexo). Os animais foram adaptados e
mantidos no Biotério Setorial do Laboratorio de Fisiologia, Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude — CCBS, Universidade Estadual do Oeste do Paran3,
UNIOESTE, Cascavel-PR, em gaiolas coletivas de polietileno (43x30x15), sendo
acomodados individualmente ou em duplas, sob condicbes controlada de
temperatura (22° e 25°C), umidade relativa proxima de 55% e luminosidade-
fotoperiodo (7:00~19:00h). Todos os animais receberam agua e racao (BIOBASE,
SC, Brasil), contendo 1,1% de calcio; 0,8% fosforo e 4Ul/g de vitamina D) para
roedores, ad libitum, de acordo com as recomendacdes do American Institute of
Nutrition (AIN, 1993).

Para o procedimento experimental, utilizaram-se trinta ratos Wistar
machos, sendo que destes, vinte e quatro receberam durante os primeiros 5 dias
de vida injecdes subcutaneas de Glutamato monossoédico (MSG; 4g/Kg de peso
corporal) para o desenvolvimento da obesidade (OLNEY, 1969), e seis ratos
(CON) receberam injecdes subcutaneas de solucéo salina equimolar (1,25g/Kg de
peso corporal). Aos 21 dias de vida, os animais MSG-tratados foram
desmamados e subdivididos em novos grupos experimentais, conforme
protocolos de exercicio (E) e suplementacdo com VD descritos a seguir (Figura
1).
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30 Ratos Wistar Machos

24 animais (primeiros 5 dias de vida)
receberam injecOes subcutaneas de
Glutamato monossédico (MSG;
4g/Kg de peso corporal) (OLNEY,
1969).

6 animais (grupo controle-CON)
receberam injecdes subcutaneas de
solucéo salina equimolar (1,25g/Kg

de peso corporal).

l l

21 dias desmamados 21 dias desmamados

4

Protocolo de exercicio
(E): 21 aos 90 dias de
vida.

Protocolo de
suplementagdo com
VD: 21 aos 90 dias de
vida.

l

l

Demais grupos nao
suplementados com
VD receberam por
gavagem Oleo de
milho, sem VD.

Natacao (piscina para
ratos), com agua
aguecida (32 + 2°C),
com duracao de 30
minutos/ 3 vezes /
semana (LEITE et al.,
2013).

Via oral - gavagem
(Supra D Kley Hertz®
- colecalciferol), dose
de 12ug/Kg dissolvida

em Oleo de milho
(3x/semana).

Fonte: Elaborado pela autora, 2019.

Figura 1 — Esquema demonstrando a indugcdo da obesidade e protocolos de

exercicio e de suplementacdo com VD.

3.2 Treinamento Fisico

Para os grupos exercitados (E) o treinamento de natacgdo iniciou aos 21
dias de vida e persistiu até os 90 dias. O protocolo de natacdo foi similar ao

estabelecido por Leite et al. (2013) e realizado em ambiente com agua aquecida
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(32 £ 2°C), com duracao de 30 minutos/3x/semana. Para evitar acomodacao, um
peso equivalente a 5% do peso corporal foi preso a cauda do animal. Todas a
sessOes tiveram inicio as 17:00 horas e ao final, os animais foram secos e
devolvidos ao biotério. Animais sedentarios (S) ndo foram submetidos a nenhum

tipo de treinamento fisico durante o experimento.

3.3 Suplementacdo com VD

Os roedores submetidos a suplementagdo com VD (Supra D Kley Hertz®, 1
gota = 200 Ul de colecalciferol) receberam por gavagem 12ug/Kg de VD
dissolvida em 6leo de milho (AL-RASHEED et al., 2015). A suplementacdo com
VD foi administrada dos 21 aos 90 dias de vida, ocorrendo 3x/semana sempre
entre 8:00-10:00 da manha. Todos os demais grupos nao suplementados com VD
receberam por gavagem apenas 6leo de milho, sem VD, na mesma frequéncia e

horéario que os demais grupos.

3.4 Delineamento experimental

Considerando a inducdo de obesidade com MSG, a natacdo e a
suplementacdo com VD, foram organizados 5 grupos experimentais (n=6/grupo),
conforme segue: Controle-Sedentéario ndo suplementado (CON); MSG-Sedentério
ndo suplementado (MSG); MSG-Sedentario + Vitamina D (MSG-Syp); MSG-
Exercitado ndo suplementado (MSG-Eys); MSG-Exercitado + Vitamina D (MSG-
Evp).

3.5 Eutanésia, peso de 6rgaos e adiposidade

Aos 90 dias de vida os animais foram pesados (g) e realizou-se eutanasia
por decapitacdo em guilhotina. Os animais foram submetidos a laparotomia para
remocao dos Orgaos e tecidos, que foram pesados em balanca digital e registrado
em gramas/gramas (g/g) de peso corporal.

Para avaliar o desenvolvimento da obesidade no grupo MSG foi mensurado
0 peso do depoésito de gordura da cavidade abdominal (retroperitoneal) e

realizado o calculo do indice de Lee (IL) em todos os animais pelo céalculo do IL
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(férmula: [raiz cubica do peso corporal (g)/comprimento naso-anal (cm)]
(BERNARDIS; PATTERSON, 1968).

3.6 Anélise morfolégica e morfométrica do rim

O rim direito foi fixado em &lcool, formol e acido acético por 24 horas,
lavado em agua corrente e estocado em alcool 70° Posteriormente foi
processado com metodologia adequada para microscopia de luz, com incluséao
em Paraplast Plus® (Sigama-Aldrich). Para as andlises morfoldgicas, foram
realizados cortes semi-seriados com 5um de espessura, utilizando micro6tomo
rotativo manual (Olympus 4060), equipado com navalha de aco descartavel. Os
cortes obtidos foram desparafinizados com xilol, hidratados com agua destilada e
submetidos a técnica de coloragdo hematoxilina-eosina (HE) para analise.

Para analise morfométrica foi utilizada uma seccéo histolégica renal e
desprezadas outras trés subsequentes ao longo do 6rgéo, totalizando uma média
de 10 seccbes/animal. Foram selecionados, aleatoriamente, 50 glomérulos por
rim e mensurados: didmetro do tufo glomerular, area do tufo glomerular, areas da
capsula e do espaco de Bowman (Figura 2). Para mensuracao da espessura do
cortex renal foram realizadas 5 medidas/seccao (Figura 3). Para saber a area do
espaco de Bowman, foi feito o calculo da area da capsula subtraindo a area do
tufo glomerular (DANILEWICZ et al., 1998; DIXIT et al., 2014). Todos os cortes
foram analisados por meio de microscépio Olympus BX61. As imagens de
glomérulo renal foram observadas com aumento de 400X e as imagens do cortex
renal com aumento de 40X. As imagens foram registradas utilizando camera
digital Olympus DP71 com o software DP Controller 3.2.1.276 e analisadas pelo
programa Image Pro-Plus 4.1. Os resultados foram expressos em pym.

Para a andlise da degeneracédo tubular da medula renal foram analisados 3
campos aleatérios/seccdo e 10 seccgbes/animal. As imagens foram observadas
por meio de microscopio Olympus BX61 com aumento de 100X. A degeneragao

tubular foi mensurada em porcentagem de area afetada.
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Figura 2 — Fotomicrografia representativa do grupo CON mostrando a medida de
didametro do tufo glomerular (a), area do tufo glomerular (b), area da capsula de

Bowman (c) e espaco de Bowman (*).
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Figura 3 — Fotomicrografia representativa do grupo CON mostrando a medida da

espessura do cortex renal (d).
3.7 Analise Estatistica

Os dados sdo apresentados como estatistica descritiva e apresentados
como médias * erro padrdo. As analises estatisticas foram realizadas utilizando
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA). O teste t ndo pareado
foi utilizado, quando apropriado, para comparar as variaveis numeéricas entre o
grupo controle e o grupo MSG. A comparagdo entre os grupos MSG foram
analisadas utilizando ANOVA Two-way, com pés-teste de Tuckey. As diferencas

foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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Resumo

A administracdo neonatal de glutamato monossddico (MSG) em roedores induz
obesidade associada a alteracdes histopatoldgicas renais. A vitamina D (VD) parece
modular a inflamacdo renal, enquanto o exercicio fisico melhora a proteinuria e
glomeruloesclerose. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da
suplementagdo croénica com VD associada a natagdo regular sobre aspectos
histomorfométricos renais em ratos obesos - MSG. Para tal, ratos Wistar machos
(n=24) receberam durante os primeiros 5 dias de vida injegdes subcutaneas de
Glutamato monossodico (MSG; 4g/Kg) enquanto ratos Controles (CON;n=6)
receberam salina equimolar. Aos 21 dias de vida os ratos MSG-tratados foram
randomicamente distribuidos entre animais sedentarios (S) e exercitados (E; natagdo;
3x/semana), os quais foram subdivididos em suplementados oralmente com VD
(12pg/Kg; 3x/semana) ou nao suplementados (NS) formando 5 grupos experimentais
(n=6 ratos/grupo): MSG; MSG-Sp; MSG-Eys; MSG-Eyp € o grupo CON. Apds os 90
dias de vida realizou-se eutanasia, e a obesidade foi avaliada pelo peso dos depositos
de tecido adiposo branco (TAB) e célculo do Indice de Lee (IL). O rim direito foi
retirado, pesado e submetido a técnicas histoldgicas para analise histomorfométrica.
Dados foram expressos como médiaterro padrdao com analise de varidncia Anova
Two-way (p<0,05). No presente estudo, os animais do grupo MSG apresentaram
menor peso corporal e comprimento naso-anal, porém elevada adiposidade quando
comparados com o grupo CON (p<0,05). Marcantes alteracdes na morfologia renal
foram encontradas em ratos do grupo MSG, tais como, menor diametro do tufo
glomerular, area do tufo glomerular, drea da capsula de Bowman, area do espaco de
Bowman e espessura do cértex renal quando comparado aos mesmos parametros
renais no grupo CON (p<0,05). Assim, o rim de ratos do grupo MSG foi
significativamente menor que o grupo CON (p<0,05), além de apresentar intensa
degeneracao tubular renal. Em animais MSG-Eyp 0 peso do rim foi reduzido em relagao
em relacdo ao grupo MSG-Eys (p<0,05). Em animais MSG-Syp; MSG-Eys e MSG-Eyp
houve aumento da espessura do cértex renal em relagdo ao grupo MSG (p<0,05). Em
animais MSG-Eys € MSG-Eyp houve reducdao da degeneracdo tubular em relacdo aos
ratos MSG e o grupo MSG-E,, também apresentou reducdo da degeneracgdo tubular
renal em comparagdao com o grupo MSG-Syp (p<0,05). Em conjunto, nossos dados
mostraram que ratos MSG-obesos tiveram intensa degeneracdao glomerular e tubular,
similar aquela observada na progressao da doenga renal cronica. O exercicio e a VD
foram efetivos em elevar a espessura do cortex renal, e quando associados,
protegeram da degeneracao tubular tendo, portanto, importante papel na prevengao
de lesao renal.

Palavras-chave: glutamato monossddico, obesidade, vitamina D, exercicio fisico, rim.
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Introducgao

A lesdo renal aguda (LRA) é definida como perda abrupta da funcdo renal causada por
uma grande variedade de condigdes clinicas, incluindo doenca cardiovascular,
hipertensdo arterial sistémica (HAS) e diabetes mellitus (DM) e estd associada a um
alto risco de mortalidade e deterioracdo progressiva da fungdo renal que pode levar a
doenca renal cronica (DRC), bem como doenca renal terminal (Fortrie et al. 2019).

A maioria das DRC conduz ao estagio final comum de rins pequenos, com a regido
cortical e o parénquima afilados (indicativos de atrofia) e hiperecogénicos, indicativos
de esclerose e fibrose (rins pequenos, densos e ecogénicos), indicando alteragGes
irreversiveis e associadas a um pior prognostico (Orozco et al. 2004; Kariyanna et al.
2010; Totou et al. 2018). A medida que a fibrose evolui, os epitélios tubulares
lesionados perdem sua capacidade regenerativa e sofrem apoptose levando a atrofia
tubular e criando glomérulos ndo funcionais (Webster et al. 2017).

Por sua vez, a obesidade também causa varias alteragGes estruturais,
hemodinamicas e metabdlicas nos rins, sendo que a glomerulopatia relacionada a
obesidade (GRO) é o mais conhecido de tais estados de doenca (Tsuboi et al. 2017).
Caracteristicas tipicas da histopatologia renal para a GRO incluem glomerulomegalia e
glomeruloesclerose segmentar focal (GESF) (Chagnac et al. 2000; Chagnac et al.
2003).

Para estudar a doenca renal induzida pela obesidade semelhante a fisiopatologia
humana, é importante estabelecer modelos animais de obesidade, juntamente com a
desregulacao da glicose, hiperlipidemia e hipertrigliceridemia (Glastras et al. 2016).
Experimentalmente, a obesidade pode ser induzida em roedores pela administracao
neonatal de glutamato monossédico - o denominado modelo MSG. Este modelo
apresenta entre suas caracteristicas hipercotisolismo, hiperinsulinemia, dislipidemia e
aumento da ativacdo do sistema nervoso auténomo renal (Hermanussen et al. 2006;
Collison et al. 2011; Gaspar et al. 2016; Martin et al. 2016). Além disso, apresentam
alteracGes histopatoldgicas renais como glomérulos com diferentes estagios de
degeneracdo e prejuizo tubulo-intersticial (Contini et al. 2017).

Nesse contexto, como forma de prevencao e/ou tratamento da obesidade, bem
como, para as graves patologias que alteram o funcionamento renal, destacam-se os
estudos referentes a vitamina D (VD) e ao exercicio fisico regular (EFR), considerados
estratégias alternativas para outras opgoes terapéuticas, tais como, as farmacoldgicas
e cirurgicas (Scomparin et al. 2011; Mccracken et al. 2018).

A VD tem demonstrado papel na modulacao da inflamagao renal, que pode ser

atribuida a sua capacidade de suprimir a via NFkB, um fator chave de transcricdo que
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€ pensado para mediar inflamagdo aguda e cronica e fibrogénese por regulacdo da
expressdo génica de citocinas, quimiocinas e moléculas de adesdo, incluindo
interleucina-6 (IL-6), proteina quimiotatica de mondcitos-1 (MCP-1) e fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) (Guijarro & Egido, 2001; Kim & Kim, 2014).

Estudos experimentais em modelos animais também descreveram os beneficios do
EFR para doencas renais associadas a HAS sendo que exercicios baseados em terra e
agua induzem respostas diferentes na fungdo renal. Os exercicios de natacdo
produziram resposta diferente na funcao renal em comparagao com os que realizaram
corrida, no qual apenas ratos treinados em natacdo apresentaram melhor perfil para
proteindria e glomeruloesclerose (Totou et al. 2018).

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da suplementacdo
cronica com VD associada a natacdo regular sobre a estrutura renal de ratos obesos-
MSG.

Materiais e Métodos

Animais

Vinte e quatro ratos machos Wistar receberam durante os primeiros 5 dias de vida
injecbes subcutdneas de Glutamato monossédico (MSG; 4g/Kg de peso corporal)
(Olney, 1969). No mesmo periodo, seis ratos receberam injecdes subcutdneas de
solucdo de cloreto de sddio (NaCl) equimolar na dose de 1,25g/Kg de peso corporal
formando o grupo Controle (CON). Aos 21 dias de vida os animais MSG-tratados e
CON foram desmamados e mantidos no Biotério Setorial do Laboratério de Fisiologia,
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude - CCBS, Universidade Estadual do Oeste do
Parand, UNIOESTE, Cascavel-PR, sob condicbes controladas de temperatura
(22°£3°C), umidade relativa préoxima de 55% e luminosidade-fotoperiodo

(7:00~19:00h). Todos os animais receberam agua e racgdo ad libitum (BIOBASE, SC,

Brazil) contendo 1,1% de calcio; 0,8% fosforo e 4UIl/g de VD, de acordo com as
recomendacdes do American Institute of Nutrition (AIN, 1993). Os procedimentos
experimentais estiveram de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e foram aprovados
pelo Comité de Etica no Uso de Animal (CEUA) da UNIOESTE. Apds o desmame,
animais MSG-tratados foram randomicamente distribuidos em subgrupos conforme

protocolos de exercicio ou suplementagao com VD, conforme descritos a seguir.
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Treinamento Fisico

Para todos os grupos exercitados (E), o treinamento fisico de natacdo iniciou aos 21
dias de vida e persistiu até os 90 dias. O protocolo de natagdo foi similar ao
estabelecido por Leite et al. (2013). A natacao foi realizada em piscina para ratos,
com agua aquecida (32+2°C), com duragdao de 30 minutos/3x/semana. Para evitar
acomodacdo, um peso equivalente a 5% do peso corporal foi preso a cauda do animal.
Todas a sessOes tiveram inicio as 17:00 horas. Ao final de cada sessdo os animais
foram secos e devolvidos ao biotério. Animais sedentarios (S) ndo foram submetidos a

nenhum tipo de treinamento fisico durante o experimento.

Suplementagdao com VD

Os roedoeres submetidos a suplementagdo com VD (Supra D Kley Hertz®, 1 gota =
200 UI de colecalciferol) receberam por gavagem 12ug/Kg de VD dissolvida em odleo
de milho (Al-Rasheed et al. 2015). A suplementacdao com VD foi administrada dos 21
aos 90 dias de vida, ocorrendo 3x/semana sempre entre 8:00-10:00 horas. Todos os
demais grupos ndo suplementados (NS) receberam por gavagem oéleo de milho, sem

VD, na mesma frequéncia e horario que os demais grupos.

Delineamento experimental

Considerando a indugdao de obesidade com MSG, a natacdo e a suplementacao com
VD, foram organizados 5 grupos experimentais (n=6 ratos/grupo), conforme segue:
Controle-Sedentario ndo suplementado (CON); MSG-Sedentario ndao suplementado
(MSG); MSG-Sedentario + Vitamina D (MSG-Syp); MSG-Exercitado ndo suplementado
(MSG-Eps); MSG-Exercitado + Vitamina D (MSG-Eyp).

Eutanasia, peso de érgaos e adiposidade

Aos 90 dias de vida os animais foram pesados (g), registrado o comprimento naso-
anal (CNA, cm) e posteriormente realizada eutanasia por decapitagdo em guilhotina
apos breve desensibilizagdo com gas carbbnico (CO,). A obesidade foi avaliada
indiretamente pelo célculo do Indice de Lee (férmula: [raiz cUbica do peso corporal

(g)/comprimento naso-anal (cm)] descrito por Bernardis & Patterson (1968).
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ApOs a eutanasia, os animais foram submetidos a laparotomia para remogdo dos
depédsitos de gordura visceral (retroperitoneal). O rim direito foi retirado, pesado e
transferido para solucdo fixadora para técnicas histolégicas. Todos os depdsitos de

gordura retroperitoneal, bem como o rim, foram expressos em g/g de peso corporal.

Andlise morfolégica e morfométrica do rim

O rim direito depois de fixado em alcool, formol e acido acético, por 24 horas, foi
lavado em agua corrente e estocado em alcool 700, e processado com metodologia
adequada para microscopia de luz, com inclusdo em Paraplast Plus® (Sigama-
Aldrich). Para as andlises morfoldgicas, foram realizados cortes semi-seriados com
5um de espessura, utilizando microtomo rotativo manual (Olympus 4060), equipado
com navalha de aco descartavel. Os cortes obtidos foram desparafinizados com xilol,
hidratados com agua destilada e submetidos a técnica de coloragao de hematoxilina-
eosina (HE) para analise.

Para analise morfométrica foi utilizada uma seccdo histoldgica renal e desprezadas
outras trés subsequentes ao longo do o6rgdo, totalizando uma média de dez
seccOes/animal. Foram selecionados, aleatoriamente, 50 glomérulos por rim e
mensurados: didmetro do tufo glomerular, area do tufo glomerular, area da capsula e
do espaco de Bowman. Para saber a area do espaco de Bowman foi feito o célculo da
area da capsula subtraindo a area do tufo glomerular e para a mensuracdao da
espessura do cértex renal foram realizadas 5 medidas, por seccdao (Danilewicz et al.
1998; Dixit et al. 2014). Todos os cortes foram observados por meio de microscopio
Olympus BX61. As imagens de glomérulo renal foram observadas com aumento de
400X e as imagens do cértex renal com aumento de 40X. As imagens foram
registradas utilizando camera digital Olympus DP71 com o software DP Controller
3.2.1.276 e analisadas pelo programa Image Pro-Plus 4.1. Os resultados foram
expressos em um.

Para a anadlise da degeneracdo tubular da medula renal foram analisados 3 campos
aleatorios/seccdo e 10 secgdes/animal. As imagens foram observadas por meio de
microscépio Olympus BX61 com aumento de 100X. A degeneracdao tubular foi

mensurada em porcentagem de area afetada.

Analise Estatistica

Os dados sdo apresentados como médias *+ erro padrdo. Todas as analises estatisticas
foram realizadas utilizando GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, CA).

Todos os dados foram analisados utilizando ANOVA, 7Two-way com poOs-teste de
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Tuckey. O teste t nao pareado foi utilizado, quando apropriado, para comparar os
parametros entre o grupo controle e o grupo MSG. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p<0,05.

Resultados

Adiposidade, parametros biométricos e analise morfolégica renal

Aos 90 dias de vida os animais do grupo MSG apresentaram menor peso corporal
(25,5%) e CNA (10%) quando comparados aos animais do grupo controle (p<0,05);
sem diferenca estatistica no IL. Porém, ratos do grupo MSG apresentaram maior
adiposidade, marcada por acentuado aumento no peso do depodsito de gordura
retroperitoneal (100%) em relagdo ao grupo CON (p<0,05; Tabela 1).

Os animais do grupo controle apresentaram estrutura renal preservada, onde a
regido cortical apresenta-se mais escura e granular, enquanto a medula apresenta
regides estriadas e palidas (Fig. 1c). No cortex podemos observar granulos vermelhos
semelhantes a pontos, os corpusculos renais. Nos corpusculos renais estdo localizados
os glomérulos que sao tufos de capilares glomerulares (Fig. 1c). No corpusculo renal
dos animais do grupo controle, observamos o glomérulo que estd invaginado dentro
da capsula de Bowman, o pdlo vascular e o pdlo urindrio, que é a regidao de
continuacdo entre o corpusculo renal e o tubulo proximal, o qual drena o espaco de
Bowman. Nesta regido de jungao, o epitélio simples pavimentoso da camada parietal
da capsula de Bowman se junta com o epitélio cubico simples do tubulo. Os rins dos
animais do grupo controle mostraram os corpusculos renais circundados por tubulos
renais (Fig. 1a).

No presente estudo, o tratamento com MSG modificou a morfologia renal.
Observamos no rim de animais do grupo MSG menor didmetro do tufo glomerular
(8%), area do tufo glomerular (21%), area da capsula de Bowman (28%), area do
espago de Bowman (37%) e espessura do cortex renal (16%) quando comparado aos
mesmos parametros renais no grupo controle (p<0,05; Fig. 1f-j). O peso do rim
também foi menor (19,5%) no grupo MSG em comparagdao ao grupo CON (p<0,05;
Fig. 1e). O grupo MSG também apresentou degeneracédo tubular renal (Fig. 3a).

A suplementagdo com VD e a natagdo regular promoveram mudangas nos
parametros biométricos avaliados nos animais obesos-MSG. Houve diferenca
estatistica na pratica de exercicio fisico de forma isolada (F= 10,67; p 0,0021) sobre o
deposito de gordura retroperitoneal, assim, foi observado que o grupo MSG-Eys
apresentou média inferior de 37,5% de depédsito de gordura retroperitoneal na

comparacdao com o grupo MSG (p<0,05). Quando se avaliou a interacao entre o
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exercicio fisico e a suplementacdo com VD foram observadas diferencas significativas
na acao isolada da suplementacao com VD (F= 4,336; p 0,0428) sobre o peso
corporal, de modo que o grupo MSG-E,, apresentou média 9% inferior de peso
corporal na comparacao com o grupo MSG, porém sem diferenca significativa quando
realizado o pods-teste. Também observou-se diferencas significativas quando se
avaliou a interacdo entre VD e exercicio fisico (F=11,41; p 0,0015), sendo que o
grupo MSG-Eyp apresentou reducao (12,5%) de depdsito de gordura retroperitoneal,
quando comparado com o grupo MSG, porém sem diferenca estatistica quando
realizado o pds-teste (Tabela 2).

ApOs os 90 dias de vida, a suplementagdao com VD e a natagao regular promoveram
mudangas nos parametros histomorfométricos renais avaliados nos animais obesos-
MSG. Houve diferenca estatistica quando avaliada a suplementacdo com VD de forma
isolada (F=4,241; p 0,0455) e também na interacdo entre o exercicio fisico com a
suplementacdo com VD (F= 5,156; p 0,0282) sobre o peso do rim, assim, foi
observado que o grupo MSG-Eyp apresentou média inferior de 25,55% de peso do rim
na comparagao com o grupo MSG-Eys (p<0,05; Fig. 2e). Foram observadas diferengas
significativas na acdo isolada tanto da suplementagcdao com VD (F= 6,351; p 0,0156)
guanto do exercicio fisico (F= 45,99; p <0,001) sobre o percentual de degeneragao
tubular, de modo que o grupo MSG-Eys € 0 grupo MSG-Eyp apresentaram percentual
inferior de 30,33% e de 47,10%, respectivamente, de degeneragao tubular renal na
comparacdo com o grupo MSG. O grupo MSG-Ey, também apresentou redugdo de
43,25% de degeneracao tubular renal em comparacdao com o grupo MSG-S,; (p<0,05;
Fig. 3e). Houve diferenca estatistica na espessura do coértex renal, tanto na
suplementacao com VD e no exercicio fisico de forma isolada (F= 5,459; p 0,0306 e
F= 12,57; p 0,0022, respectivamente) quanto na interacao entre ambos (F= 5,459; p
0,0360), assim, observou-se que o grupo MSGS,p, MSG-Eys € o grupo MSG-Eyp
apresentaram maiores médias de 18,73%; 21,50% e 27,11%, respectivamente, na
comparagdo com o grupo MSG (p<0,05; Fig. 2j).

Apesar de ndo terem sido observadas diferencas significativas entre as médias dos
outros parametros avaliados (diametro do tufo glomerular, areas do tufo, da capsula
de Bowman e do espaco de Bowman), a Fig. 2 a-d, demonstra que o grupo MSG-Eyp
aparenta ter sofrido menos danos de atrofia renal, apresentando maiores médias,

quando comparado com o0s grupos MSG-Syp € MSG-Eys.

Discussao

Em nosso estudo, os animais do grupo MSG, com 90 dias de vida, apresentaram

menor peso corporal e CNA e aumento da adiposidade em comparagao ao grupo
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controle. De acordo com Hirata et al. (1997), essas caracteristicas sdo tipicas desse
modelo experimental, pois esses ratos ndao apresentam hiperfagia e, deste modo,
mantém o peso dentro da normalidade apesar do acimulo de gordura visceral. Além
disso, o menor peso corporal e CNA dos roedores MSG se deve também a deficiéncia
da liberagcdao do hormodnio do crescimento, devido a perda relativa do fator liberador do
horménio do crescimento pela acdo do MSG no nlcleo arqueado (Hermanussen et al.
2006; Gaspar et al. 2016).

O IL, que pode ser utilizado para indicar o grau de obesidade, ndao apresentou
diferenca estatistica entre os grupos MSG e controle em nosso estudo. Sabe-se que o
IL ndo é absolutamente preciso para a determinacdo do percentual de gordura
corporal do roedor. Ele é equivalente, para ratos, como o IMC utilizado em humanos,
que leva em consideragdo a distribuicdo de massa através da superficie do corpo.
Sendo assim, os animais com baixo peso e reduzido CNA podem ser obesos ou ndo, 0
que sera determinado pelo percentual de gordura corporal (Von Diemen & Trindade,
2010).

No presente estudo, a pratica de exercicio fisico de forma isolada diminuiu o
depédsito de gordura retroperitoneal na comparacdo com o grupo MSG. Estudos
anteriores demonstraram protecdo semelhante do EFR na reducdo da adiposidade em
ratos tratados com MSG (Ribeiro et al. 2014; Scomparim, 2011). De acordo com
Nonogaki (2000), a adiposidade reduzida nos grupos que realizaram natagao é
provavelmente uma atividade aprimorada do sistema nervoso simpatico (SNS), sendo
gue o EFR ativa circuitos do SNS que promovem a ativacdo do eixo simpatico-adrenal,
bem como o eixo hipotalamico-hipofisario, e, além disso, o EFR aumenta a atividade
da lipase sensivel a horménio no tecido adiposo via acdo reforcada do SNS.

A suplementacdo de VD em MSG-obesos sedentarios ndo apresentou redugdo nos
depédsitos de gordura e peso corporal, o que também foi observado nos grupos
exercitados e suplementados, apesar de ter sido observado em nosso estudo uma
provavel acdo isolada da suplementagdo com VD sobre o peso corporal na comparacao
com o grupo MSG No estudo de Jin et al. (2018), a 1,25(0OH)2D3, injetada
(subcutdnea) na dose de 1ug/kg, 2x/semana, durante 16 semanas, atenuou
significativamente a obesidade induzida pelo MSG e a resisténcia a insulina (RI), vale
destacar que em nosso estudo ofertamos a VD em tempo semelhante, porém de
forma oral.

Ha evidéncias experimentais de que a concentracdo de VD na gordura subcutanea
aumenta com a suplementacdao de VD, e um estudo /n vitro sugere que adipocitos de
pessoas obesas com RI podem ter comprometimento da liberagdao de VD (Didriksen et
al. 2015; Di Nisio et al. 2017). A 1,25(0H)2D hormonalmente ativa é produzida no

tubulo renal proximal pela enzima CYP27B1, apds uma segunda hidroxilacdo na
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posicdo 1 e ha condicBes em que sua atividade pode ser anormal, como por exemplo,
em doengas que apresentam anormalidades nas concentracoes de VD como na
insuficiéncia hepatica avancada, obesidade, ma absorcao intestinal, sindrome nefrotica
ou DRC (Schuster, 2011; Quesada-Gomez & Bouillon, 2018). As alteracdes
degenerativas em ratos MSG ja foram marcadamente pronunciadas na regido proximal
dos tubulos contorcidos, local de ativacdo da VD, o que também pode ter efeito
negativo na sua ativacao (Al-Agha, 2010).

No presente estudo, o tratamento com MSG modificou a morfologia renal.
Observamos que no rim de animais MSG-obesos existe reducao glomerular e menor
area renal associado a intensa degeneragdo tubular, sugerindo grave atrofia renal.
Estudo de Elbassuini et al. (2018), em que ofertaram dose oral de 35mg/kg/dia de
MSG também observaram uma estrutura renal desorganizada, com glomérulo
atrofiado, porém espago de Bowman dilatado, e tubulos renais com limen dilatado. No
entanto, no estudo de Dixit (2014), com ratos tratados com 4mg de MSG/g/kg, em
que o MSG foi administrado por via subcutdnea, em ratos Wistar albinos adultos, a
histomorfometria demonstrou glomérulos com aumento no comprimento e no
tamanho da capsula de Bowman, com aumento do espaco de Bowman. Ferreira et al.
(2011), estudaram o indice de esclerose glomerular (IEG), em um grupo de ratos
Wistar e outro grupo de ratos espontaneamente hipertensos, que receberam injecoes
subcutaneas diarias de MSG (2mg/kg/dia e 1mg/kg/dia, respectivamente) no periodo
neonatal (até o 11° dia de vida); e concluiram que, a inducdo de obesidade
neuroenddcrina nos ratos hipertensos aumentou significativamente o IEG. Ressalta-se,
gue em nosso estudo, a via de administracdo do MSG também foi via injecao
subcutanea, porém em diferente dose e tempo de administracdo (4g/kg/dia e nos
primeiros 5 dias de vida).

Este modelo experimental de obesidade apresenta alteragdes metabdlicas que
podem levar ao dano renal, entre elas a ativacao excessiva do SNS (Grassi, 2006; Hoy
et al. 2008; Da Silva Mattos et al. 2012). A lesdo renal subita adquirida consistindo
em disfungdo microcirculatéria, particularmente estreitamento arteriolar aferente
glomerular e vasoconstricdao aferente sdo mediadores-chave dessa hipotese (Ruiz-
Hurtado & Ruilope, 2018). Outra hipdtese para o dano renal é a doenca aterosclerdtica
da arterial renal (DAAR), que estd diretamente relacionada com isquemia renal
(refletindo em diminuicdo do peso, volume e espessura do cértex renal) o que pode
ser determinante na atrofia renal (Konopka et al. 2007). Ha evidéncias experimentais
de que a hipdxia cortical renal pode surgir da isquemia renal ou da hiperfiltracdo
glomerular, e que a fragdo de filtragdo é um forte determinante da tensdo de oxigénio
no tecido cortical (PtO2) e que a utilizagdo ineficiente de oxigénio para reabsorcdo de

sodio promove hipdxia renal em condigdes patoldgicas, incluindo DM (tipo 2), HAS e
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doenca renovascular (Lee et al. 2017). Além do mais, sabe-se que o aumento da
pressdo arterial renal, caracteristica deste modelo experimental, pode provocar uma
degeneracao tubular e fibrose intersticial, enquanto a hipertensao glomerular resulta
em glomeruloesclerose, atrofia glomerular e glomerulite proliferativa. Juntas, essas
mudancas estao associadas com hiperfiltracdao glomerular e progressdao dos danos
tubulares e glomerulares, sendo que o resultado final é a piora da HAS e,
eventualmente, insuficiéncia renal (Acierno & Lobato, 2004).

A deposicdo de gordura visceral, caracteristica também encontrada neste modelo
experimental, poderia determinar compressdo da capsula renal, determinando
retencdao hidrossalina por ativacdo do sistema renina angiotensina aldosterona
(SRAA), além do aumento da atividade adrenérgica. Esses dois mecanismos poderiam
determinar alteragdo na hemodinamica glomerular, promovendo lesdo glomerular e o
aparecimento de microalbumindria (Hall et al. 2003).

De acordo com Beland et al. (2010) um sinal precoce de insuficiéncia renal pode ser
a progressiva reducdo da espessura do cértex renal, e sugerem que a avaliacdo da
espessura do cortex seria um bom indicador de avaliacdo da fungdo renal, pois
conseguiram estabelecer uma relagao linear estatisticamente significativa entre a
funcdo renal e a espessura do cortex renal.

Também observamos em nosso estudo a presenca de degeneracdo tubular renal
nos animais dos grupos MSG. Dados semelhantes ao encontrado no estudo de Al-Agha
(2007), em que apos a administracdo oral de duas doses diferentes de MSG,
2mg/g/kg e 3mg/g/kg por 21 e 45 dias, respectivamente, em ratos albinos machos
adultos, observaram que os tubulos renais apresentavam acentuada degeneragdao com
marcada congestdo intertubular e infiltracdo celular inflamatéria. Segundo os autores,
em especial em doses de MSG mais elevadas (3mg/g/Kg) ocorrem lesOes tubulares
mais graves provavelmente decorrentes do efeito toxico direto do MSG sobre as
células renais. Vercoutere et al. (2004) observaram que os aditivos alimentares, como
o MSG, causaram alteracdes no revestimento celular dos tubulos contorcidos renais,
assim como nos corplsculos de Bowman, e também poderiam ser atribuidos as
variagdes no limiar de reabsorgdo tubular, fluxo sanguineo renal e taxa de filtracdo
glomerular (TFG), e todos esses fatores podem contribuir para o efeito nefrotoxico do
MSG, que leva a danos celulares e funcionais. No estudo de Ortiz et al. (2006), em
que ratos receberam MSG na dose de 4mg/g/kg, porém, por via intraperitoneal,
observaram degeneracao tubular e necrose renal nesses animais, nos tempos de 15,
30 e 45 minutos apds a administracdo de MSG. Ressalta-se que nos trabalhos citados,
0 MSG foi administrado por outras vias (oral e intraperitoneal), e em nosso estudo

administramos o MSG via injecdo subcutanea.
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Estudos sugerem que niveis plasmaticos adequados de VD sdo necessarios para os
efeitos metabodlicos do EFR, tais como, para o aumento das adipocinas anti-
inflamatorias (Hoseini et al. 2017). Neste sentido nds associamos EFR e
suplementagao com VD para avaliar efeito renal. Assim, foi observado que ambos, EFR
e VD elevam a espessura do cértex renal em MSG-obesos. Interessantemente, a
combinacdo EFR e VD nao potencializou este efeito, sugerindo que EFR e VD agem por
mecanismos distintos para promover aumento da espessura do cortex renal. Os
mecanismos envolvidos nesta resposta sdo ainda desconhecidos. Todavia, € bem
estabelecido que o aumento do fluxo sanguineo glomerular pode contribuir para a
melhora na oxigenacdo, redugao do estresse, além de melhorar o efeito do SNS e do
SRAA. Estes efeitos parecem ser promovidos pelo EFR em pacientes com DRC (Cocks
et al. 2013; Howden et al. 2017).

Por outro lado, mecanismos moleculares por tras das acdes protetoras da VD no
rim podem estar mais relacionados a diminuicdo do estresse oxidativo, e aumento
significativo da capacidade antioxidante total do tecido renal (Elbassuoni et al. 2018;
Finch et al. 2012). O receptor da VD (VDR) tem atividades anti-inflamatdrias potentes
e a baixa expressdo de VDR é associada com a atividade de lesao renal (Sun et al.
2019). Xu et al. (2015) relataram que a ativacdo renal de VDR resulta em menor
producdo de citocinas pré-inflamatérias renais induzidas por lipopolissacarideo (LPS).

No rim, o VDR é expresso principalmente em células do epitélio tubular proximal e
distal, poddcitos e células epiteliais do ducto coletor (Yang et al. 2018). A VD também
inibe o SRAA, que estd aumentado em ratos modelo MSG, e ja estd bem descrito na
literatura, que este aumento é um importante fator de risco responsavel pela
progressao de doencas renais (Li et al. 2002). Todavia, é importante ressaltar que o
efeito da VD sobre a sobrevida na DRC é controverso, e embora, apesar dos estudos
demonstrarem uma diminuicdo da proteinlria, € comum observar-se uma reducao
significativa da funcao renal (diminuicdao da TFG, hipercalcemia) nos pacientes com
DRC que receberam tratamento com VD (Christiansen et al. 1978, Palmer et al. 2007;
de Zeeuw et al. 2010; Agarwal et al. 2011).

Interessantemente, neste estudo observamos pela primeira vez que ha um efeito
mais acentuado de protegdo tubular renal na associagdo de EFR com VD. Assim, é
possivel que a agdo protetora tubular da VD, associada com o melhor fluxo sanguineo
renal promovido pelo EFR, atuem positivamente na protecao tubular e consequente

favorecam a ativagao da VD e sua ligagao ao seu receptor VDR.

Conclusao
Em conjunto, nossos dados mostraram que ratos MSG-obesos apresentaram

degeneracao glomerular e tubular, similar aquela observada na progressao da DRC. O
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exercicio e a VD, foram efetivos em elevar a espessura do cortex renal, e quando
associados, protegeram da degeneracao tubular renal tendo, portanto, importante

papel na prevencao de lesao renal.

Conflito de interesses

Os autores declaram ndo haver conflito de interesses.

Contribuigbes dos autores

Késia Zanuzo, Anna Caroliny Detogni, Ediana Amanda Piana, Zoé Maria Guareschi, Luiz
Pierre Huning, Patrick Fontes Rodrigues, Sabrina Grassiolli e Jodo Paulo de Arruda
Amorim conceberam a ideia inicial do estudo e realizaram coleta de dados, analise,
interpretacdo dos dados, redagdo do manuscrito e revisdo critica. Todos os autores

leram e aprovaram a versao final do manuscrito.

Referéncias

Acierno MJ, Labato MA (2004) Hypertension in dogs and cats. Compend Contin Educ
Vet 26, 336-345.

Agarwal R, Hynson JE, Hecht TJ, Light RP, Sinha AD (2011) Short-term vitamin D
receptor activation increases sérum creatinine due to increased production with no
effect on the glomerular filtration rate. Kidney Int 80, p 1073-1079.

Al-Agha SZ (2007) Histological, histochemical and ultrastructural studies on the
Kidney of rats after administration of monosodium glutamate. J. a/-Agsa Univ 10,
20-40.

Al-Rasheed NM, Al-Rasheed NM, Bassiouni YA, et al. (2015) Vitamin D attenuates pro-
inflammatory TNF-a cytokine expression by inhibiting NF-kB/p65 signaling in
hypertrophied rat hearts. J Physiol Biochem 71, 289-299.

American Institute of Nutrition (AIN), AIN-93 (1993). Purified diets for laboratory
rodents: final report of the American Institute of Nutrition ad hoc writing committee
on the reformulation of the AIN-76-A rodent diet. J Nutr123, 1939-1951.

Beland MD, Walle NL, Machan JT, Cronan JJ (2010) Renal cortical thickness measured
at ultrasound: is it better than renal length as an indicator of renal function in
chronic kidney disease? AJR Am J Roentgeno/ 195, 46-149.

Bernardis LL, Patterson BD (1968). Correlation between "Lee index and carcass fat
content in weanling snd adult female rats with hypothalamic lesions. J Endocrino/
40, 1-16.

70


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Al-Rasheed%20NM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25929726
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bassiouni%20YA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25929726
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25929726
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beland%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20651174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Walle%20NL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20651174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Machan%20JT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20651174
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cronan%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20651174

Chagnac A, Weinstein T, Korzets A, Ramadan E, Hirsch J, Gafter U (2000) Glomerular
hemodynamics in severe obesity. Am J Physiol Renal Physiol 278, 817-822.

Chagnac A, Weinstein T, Herman M, Hirsh ], Gafter U, Ori Y (2003) The effects of
weight loss on renal function in patients with severe obesity. 7 Am Soc Nephrol 14,
1480-1486.

Christiansen C, Rgdbro P, Christensen MS, Hartnack B, Transbgl I (1978) Deterioration
of renal function during treatment of chronic renal failure with 1,25-
dihydroxycholecalciferol. Lancet, 2, 700-703.

Cocks M, Shaw CS, Shepherd SO, et al. (2013) Sprint interval and endurance training
are equally effective in increasing muscle microvascular density and eNOS content
in sedentary males. Journal Physiol 591, 641-656.

Collison KS, Zaidi MZ, Saleh SM, et al. (2011) Effect of trans-fat, fructose and
monosodium glutamate feeding on feline weight gain, adiposity, insulin sensitivity,
adipokine and lipid profile. BrJ Nutr 106, 218-226.

Contini MDC, Fabro A, Millen N, Benmelej A, Mahieu S (2017) Adverse effects in
kidney function, antioxidant systems and histopathology in rats receiving
monosodium glutamate diet. Exp Toxicol Patho/ 69, 547-556.

Danilewicz M, Wagrowska-Danilewicz M (1998) Diffuse idiopathic mesangial
proliferative glomerulonephritis in re-biopsied patients. A quantitative study. Med
Sci Moni 4, 955-959.

Da Silva Mattos AM, Xavier CH, Karlen-Amarante M, da Cunha NV, Fontes MA,
Martins-Pinge MC (2012) Renal sympathetic nerve activity is increased in
monosodium glutamate induced hyperadipose rats. Neurosci Lett 522,118- 122.

de Zeeuw D, Agarwal R, Amdahl M, et al. (2010) Selective vitamin D receptor
activation with paricalcitol for reduction of albuminuria in patients with type 2
diabetes (VITAL study): a randomised controlled trial. Lancet 376, 1543-1551.

Didriksen A, Burild A, Jakobsen J, Fuskevdg OM, Jorde R (2015) Vitamin D3 increases
in abdominal subcutaneous fat tissue after supplementation with vitamin D3. Eur J
Endocrinol 172, 235-241.

Di Nisio A, De Toni L, Sabovic I (2017) Impaired release of vitamin D in dysfunctional
adipose tissue: new cues on vitamin D supplementation in obesity. J Clin Endocrinol/
Metab 102, 2564-2574.

Dixit SG, Rani P, Anand A, Khatri K, Chauhan R, Bharihoke V (2014) To study the
effect of monosodium glutamate on histomorphometry of cortex of kidney in adult
albino rats. Ren Fail 36, 266-270.

71


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chagnac%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10807594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weinstein%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10807594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Korzets%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10807594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ramadan%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10807594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hirsch%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10807594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gafter%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10807594
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chagnac%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12761248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weinstein%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12761248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Herman%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12761248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hirsh%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12761248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gafter%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12761248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ori%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12761248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cocks%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22946099
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shaw%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22946099
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shepherd%20SO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22946099
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Collison%20KS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21429276
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zaidi%20MZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21429276
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saleh%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21429276
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fabro%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28522248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Millen%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28522248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benmelej%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28522248
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mahieu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28522248
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiZwpKs0MjZAhWkmuAKHSRYDh8QFggpMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.medscimonit.com%2F&usg=AOvVaw03rCsB9vuacClFQ20m0dBJ
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiZwpKs0MjZAhWkmuAKHSRYDh8QFggpMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.medscimonit.com%2F&usg=AOvVaw03rCsB9vuacClFQ20m0dBJ
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Silva%20Mattos%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22705582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xavier%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22705582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karlen-Amarante%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22705582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Cunha%20NV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22705582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fontes%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22705582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martins-Pinge%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22705582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Didriksen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25661743
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Burild%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25661743
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jakobsen%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25661743
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fuskev%C3%A5g%20OM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25661743
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jorde%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25661743
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Di%20Nisio%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28187222
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=De%20Toni%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28187222
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sabovic%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28187222
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dixit%20SG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24188378
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rani%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24188378
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Anand%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24188378
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khatri%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24188378
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chauhan%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24188378
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bharihoke%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24188378

Elbassuoni EA, Ragy MM, Ahmed SM (2018) Evidence of the protective effect of I-
arginine and vitamin D against monosodium glutamate-induced liver and kidney
dysfunction in rats. Biomed Pharmacother 108, 799-808.

Ferreira LBD, Cesaretti MLR, Voltera AF, Ginoza M, Kohlmann Junior O (2011) Effects
of the overlapping between an experimental model of neuroendocrine obesity with
arterial hypertension under blood pressure, body weight and metabolic and renal
parameters in rats. BJN 33, 1-7.

Finch JL, Suarez EB, Husain K, et al. (2012) Effect of combining an ACE inhibitor and a
VDR activator on glomerulosclerosis, proteinuria, and renal oxidative stress in
uremic rats. Am. J. Physiol. Renal Physiol 302,141-149.

Fortrie G, de Geus HRH, Betjes MGH (2019). The aftermath of acute kidney injury: a
narrative review of long-term mortality and renal function. Crit Care 24, 3-11.

Gaspar RS, Benevides RO, Fontelles JL, et a/. (2016) Reproductive alterations in
hyperinsulinemic but normoandrogenic MSG obese female rats. J Endocrinol/
229,61-72.

Glastras SJ], Chen H, The R, et al. (2016) Mouse Models of Diabetes, Obesity and
Related Kidney Disease. Plos One 11, 1-15.

Grassi G (2006) Sympathetic Overdrive and cardiovascular risk in the metabolic syn-
drome. Hypertens Res 29, 839-847.

Guijarro C, Egido J (2001) Transcription factor-kappa B (NF-kappa B) and renal
disease. Kidney Int 59, 415- 424,

Hall JE, Jones DW, Kuo JJ, da Silva A, Tallam LS, Liu J (2003) Impact of the obesity
epidemic on hypertension and renal disease. Curr Hypertens Rep 5, 386-92.

Hermanussen M, Garcia AP, Sunder M, Voigt M, Salazar V, Tresguerres JA (2006)
Obesity, voracity, and short stature: the impact of glutamate on the regulation of
apetite. Eur J of Clin Nutr 60, 25-31.

Hirata AE, Andrade IS, Vaskevicius P, Dolnikoff MS (1997) Monosodium glutamate
(MSG)-obese rats develop glucose intolerance and insulin resistance to periph-eral
glucose uptake. Braz J Med Biol Res 30, 671-674.

Hoseini R, DamirchIl A, Babaei, P (2017) Vitamin D increases PPARy expression and
promotes beneficial effects of physical activity in metabolic syndrome. Nutrition 36,
54-59.

Howden EJ, Lawley ]S, Esler M, Levine BD (2017) Potential role of endurance training
in altering renal sympathetic nerve activity in CKD? Auton Neurosci 204, 74-80.

Hoy WE, Bertram JF, Denton RD, Zimanyi M, Samuel T, Hughson MD (2008) Nephron

number, glomerular volumen, renal disease and hypertension. Curr Opin Nephro!/
Hypertens 17, 258-265.

72


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elbassuoni%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30253372
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ragy%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30253372
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahmed%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30253372
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fortrie%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30678696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=de%20Geus%20HRH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30678696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Betjes%20MGH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30678696
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaspar%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26952035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Benevides%20RO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26952035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fontelles%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26952035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26952035
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hall%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12948431
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jones%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12948431
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kuo%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12948431
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Silva%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12948431
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tallam%20LS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12948431
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12948431
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hermanussen%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16132059
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Garc%C3%ADa%20AP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16132059
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sunder%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16132059
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Voigt%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16132059
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salazar%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16132059
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tresguerres%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16132059
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hirata%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9283637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Andrade%20IS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9283637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vaskevicius%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9283637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dolnikoff%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9283637
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hoseini%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28336108
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Damirchi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28336108
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Babaei%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28336108
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Howden%20EJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27908698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lawley%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27908698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Esler%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27908698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Levine%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27908698
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bertram%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18408476
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Denton%20RD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18408476
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zimanyi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18408476
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samuel%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18408476
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hughson%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18408476

Jin W, Cui B, Li P, etal. (2018) 1.1,25-Dihydroxyvitamin D3 protects obese rats from
metabolic syndrome via promoting regulatory T cell-mediated resolution of
inflammation. Acta Pharm Sin B8, 178-187.

Kariyanna SS, Light RP, Agarwal R (2010) A longitudinal study of kidney structure and
function in adults. Nephrol Dial Transplant 25, 1120-1126.

Kim CS, Kim SW (2014) Vitamin D and chronic kidney disease. Korean J Intern Med
29, 416-427.

Konopka CL, Jurach A, Wender OC (2007) Experimental model for the study of chronic
renal ischemia in rats: morphologic, histological and ultra-structural analysis. Acta
Cir Bras 22, 12-21.

Lee CJ, Gardiner BS, Ngo JP, Kar S, Evans RG, Smith DW (2017) Accounting for
oxygen in the renal cortex: a computational study of factors that predispose the
cortex to hypoxia. Am J Physiol Renal Physiol 313, 218-236.

Leite NdeC, Ferreira TR, Rickli S, et al. (2013) Glycolytic and Mitochondrial Metabolism
in Pancreatic Islets from MSG-Treated Obese Rats Subjected to Swimming
Training. Cell Physiol Biochem 31, 242-256.

Li YC, Kong J, Wei M, Chen ZF, Liu, SQ, Cao LP (2002) 1,25-Dihydroxyvitamin D(3) is
a negative endocrine regulator of the renin-angiotensin system. J. C/in. Invest 110,
229-238.

Martin JM, Miranda RA, Barella LF, et al. (2016) Maternal diet supplementation with n-
6/n-3 essential fatty acids in a 1.2: 1.0 ratio attenuates metabolic dysfunction in
MSG-induced obese Mice. Int J Endocrino/,1-10,

Mccracken E, Monaghan M, Screenivasan S (2018) Pathophysiology of the metabolic
syndrome. Clin Dermatol/ 36,14-20.

Nonogaki, K (2000) New insights into sympathetic regulation of glucose and fat
metabolism. Diabetologia 43, 533-549.

Olney JW (1969) Brain lesions, obesity and other disturbances in mice treated with
monosodium glutamate. Science 164, 719-721.

Orozco AR, Jiménez RL, Aguilar AC, Arredondo MC, Rodriguez VM (2004). Renal
disease in diabetics. Immunological bases of tubule-interstitial fibrosis and
glomeruloesclerosis. Rev Alerg Mex 51, 155-161.

Ortiz GG, Bitzer-Quintero OK, Zarate CB, et al. (2006) Monosodium glutamate-
induced damage in liver and kidney: a morphological and biochemical approach.
Biomedicine & Pharmacotherapy, 60, 86-91.

Palmer SC, McGregor DO, Macaskill P, Craig JC, Elder GJ, Strippoli GF (2007). Meta-
analysis: Vitamin D compounds in chronic kidney disease. Ann Intern Med 147,
840-53.

73


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jin%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29719778
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cui%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29719778
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29719778
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19948878
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gardiner%20BS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ngo%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kar%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evans%20RG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28404592
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leite%20Nde%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23466813
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferreira%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23466813
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rickli%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23466813
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Orozco%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15491081
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jim%C3%A9nez%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15491081
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aguilar%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15491081
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arredondo%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15491081
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodr%C3%ADguez%20VM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15491081

Quesada-Gomez JM, Bouillon R (2018) Is calcifediol better than cholecalciferol for
vitamin D supplementation? Osteoporos Int 29, 1697-1711.

Ribeiro RA, Bonfleur ML, Vanzela EC, et al. (2014) Physical Exercise Introduced After
Weaning Enhances Pancreatic Islet Responsiveness to Glucose and Potentiating
Agents in Adult MSG-Obese Rats. Horm Metab Res 46, 609-614.

Ruiz-Hurtado G, Ruilope LM (2018) Microvascular injury and the kidney in
hypertension. Lesidon microvascular y rifidn en la hipertension lesién microvascular y
rindén en la hipertensidon. Hipertension y Riesgo Vascular 35, 24-29.

Schuster I (2011) Cytochromes P450 are essential players in the vitamin D signaling
system. Biochim Biophys Acta 1814, 186-199.

Scomparin DX, Grassiolli S, Gomes RM, et al. ( 2011) Low-Intensity swimming train-
ing after weaning improves glucose and lipid homeostasis in MSG hypothalamic
obese mice. Endocr Res 36, 83-90.

Sun J, Zhang S, Liu JS, Gui M, Zhang H (2019). Expression of vitamin D receptor in
renal tissue of lupus nephritis and its association with renal injury activity. Lupus,
1-5.

Tsuboi N, Okabayashi Y, Shimizu A, Yokoo A (2017) The renal pathology of obesity.
Kidney Int Rep 2, p.251-260.

Totou NL, Moura SS, Coelho DB, Oliveira EC, Becker LK, Lima WG (2018)
Swimming exercise demonstrates advantages over running exercise in reducing
proteinuria and glomerulosclerosis in spontaneously hypertensive rats. Physiol Int
105, 76-85.

Vercoutere B, Durozard, D, Baverel G, Martin G (2004) Complexity of glutamine
metabolism in kidney tubules from fed and fasted rats. Biochem. J, 378, 485-495.
Von Diemen V, Trindade MRM (2010) Effect of the oral administration of monosodium
glutamate during pregnancy and breast-feeding in the offspring of pregnant

Wistar rats. Acta Cir Bras 25, 37-42.

Webster AC, Nagler EV, Morton RL, Masson P (2017). Chronic Kidney Disease. Lancet.
25, 1238-1252.

Xu S, Chen, YH. Tan, ZX, et al. (2015) Vitamin D3 pretreatment regulates renal
inflammatory responses during lipopolysaccharide-induced acute kidney injury. Sc/
Rep 5, 1-26.

Yang S, Li A, Wang IM, et al. (2018) Vitamin D Receptor: A Novel Therapeutic Target
for Kidney Diseases. Curr Med Chem 25, 3256-3271.

74


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ribeiro%20RA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24554535
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bonfleur%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24554535
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vanzela%20EC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24554535
https://www.sciencedirect.com/science/journal/18891837
https://www.sciencedirect.com/science/journal/18891837/35/1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Scomparin%20DX%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21539446
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Grassiolli%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21539446
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gomes%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21539446
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Totou%20NL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29602293
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moura%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29602293
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coelho%20DB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29602293
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Oliveira%20EC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29602293
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Becker%20LK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29602293
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lima%20WG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29602293
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29602293
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Webster%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27887750
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nagler%20EV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27887750
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morton%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27887750
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Masson%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27887750
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27887750

Tabelas

Tabela 1 Adiposidade e parametros biométricos em ratos MSG-tratados.

CON MSG
Peso Corporal (g) 335.80 £ 6.27 250.20 £ 7.57%*
Comprimento Naso-Anal 22.53 + 0.20 20.27 + 0.45%
(cm)
Indice de Lee 0.30 £ 0.003 0.31 +£ 0.007
Gordura Retroperitoneal 0.004 + 0.0004 0.008 + 0.0003*

(g/g PC)

Dados em média+EPM; n= 6 ratos por grupo. *p<0,05 no teste t de Student. PC: Peso corporal; CON:
controle and MSG: glutamate monossodico.

Tabela 2 Adiposidade e parametros biométricos em ratos tratados com MSG
submetidos a suplementacdo de VD e exercicio ao longo da vida.

MSG MSG-Svwp MSG-Ens MSG-Ewp p-value vapI:le _ p-value
VD exercise interaction
Peso coporal 250.20 £ 246.90 + 260.8 227.50 =
(9) 7.57 7.06 +13.58 7.89 0.0428  0.6177 0.0906
Comprimento
20.27 £ 19.96 + 20.69 = 19.55 +
Naso-Anal 0.45 0.25 0.40 0.28 0.0512 0.9919 0.2546
(cm)
£ 0.31 = 0.31 = 0.30 £ 0.31 =
Indice de Lee 0.007 0.003 0.003 0.002 0.4027 0.4094 0.7003
Gordura
- 0.008 = 0.007 = 0.005 = 0.007 =
Ret;‘;?gerl'fg;‘ea' 0.0003° 0.0003° 0.0005% 0.0004c  0-2289  0.0021 0.0015

Dados em média+EPM; n=6 ratos por grupo. MSG: ratos tratados com glutamato monossddico,
sedentarios e ndo-suplementados; MSG-S,p: ratos tratados com glutamato monossédico,
sedentarios e suplementados com VD; MSG-Eys: ratos tratados com glutamato moossddico,
exercitados e ndo-suplementados; MSG-Eyp: ratos tratados com glutamato monossédico,
exercitados e suplementados com VD. PC: peso corporal. As letras acima dos nimeros mostram
diferencas estatisticas entre os grupos por Anova de Two-way com pos-teste de Tukey
(p<0,05). ®MSG; PMSG-Syp; ‘MSG-Eys and “MSG-Eyp.
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Fig.1 Fotomicrografia comparativa da estrutura renal de animais do grupo CON e MSG. a.
Glomérulo com aspecto normal nos animais do grupo CON (A= tufo glomerular, B= espaco de
Bowman, seta= Capsula de Bowman, cabeca de seta= area do tufo glomelurar, C= pdlo
vascular, D= pédlo urinario. b. Grupo MSG com alteracdo (redugdo) de todos os parametros
renais avaliados comparados ao grupo CON e os tubulos renais exibem a luz dilatada. c. Cértex
renal (C), medula (M) e corpusculo renal (estrela) com aspecto normal no grupo CON. d - j.
Cértex renal (C) com menor espessura no Grupo MSG e maior presenca de corpusculo renal sem
a presenca de tufo glomerular (atrofia total). e. Peso de rim (g/g;PC). f. Diametro do tufo
glumerular (um). g. Area do espago de Bowman (um?). h. Area do tufo glomerular (pm?). i.
Area da Cépsula de Bowman (um?). Gréficos apresentam média£EPM. O simbolo “*” acima das
barras representa diferenga estatistica no teste t de Student (p<0,05). Coloragdo =
Hematoxilina de Harris e Eosina. (PC=peso corporal).
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Fig.2 Fotomicrografia da estrutura renal de animais do grupos obesos-MSG. a. Glomérulo dos
animais do grupo MSG (A= tufo glomerular, B= espago de Bowman, seta= Capsula de Bowman,
cabeca de seta= area do tufo glomerular). b. Grupo MSG-Syp. ¢. Grupo MSG-Eys. d. Grupo
MSG-Ep. e. Peso de rim (g/g/PC). f. Didmetro do tufo glumerular (um). g. Area do espaco de
Bowman (pm?). h. Area do tufo glomerular (um?). i. Area da Capsula de Bowman (um?3). j.
Espessura do cotex renal (um). Graficos apresentam média£EPM. As letras acima das barras
mostram diferengas estatisticas entre os grupos por Anova de Two-way com pos-teste de Tukey
(p<0,05). ®MSG (MSG-Sys); PMSG-Syp; ‘MSG-Eys and ‘MSG-Eyp. Coloragdo = Hematoxilina de
Harris e Eosina. (PC=Peso Corporal).
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Fig.3 Fotomicrografia da degeneracdo tubular renal (seta preta) nos grupos obesos-MSG a.
Grupo MSG. b. Grupo MSG-Syp. No Grupo MSG-Eys (c) e Grupo MSG-Eyp (d) sdo visualizadas
menores quantidades de degeneragdo tubular. e. Degeneragao tubular (%). As letras acima das
barras mostram diferengas estatisticas entre os grupos por Anova de Two-way com pods-teste de
Tukey (p<0,05). ®MSG (MSG-Sys); °MSG-S\p; ‘MSG-Eys and 9MSG-Eyp. Coloracdo =
Hematoxilina de Harris e Eosina.
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6. ANEXOS

unioeste

Universidade Estadual do Oeste do Parana

Pri-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacgio
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

PARECER DE PROTOCOLO

O protocolo intitulado “A administragéo de vitamina D potencializa os
efeitos do exercicio fisico sobre a obesidade hipotalamica?”, sob vossa
coordenagao, foi avaliado pelo CEUA como APROVADO para execugao.

ATENGAO!

O Certificado Experimental deste Protocolo, somente sera emitido
apos o encerramento das atividades previstas e apés o encaminhamento
do Relatério Final ao CEUA. Este Parecer NAO tem valor come Certificado
Experimental.

13/11/2015

Profa. Dra. LCueiana Oliveira de Farifia
Coordenadora do CEUA
Portaria n® 2729/2014 - GRE
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